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1.1 Das Immunsystem und Tumore 
 
Tumorerkrankungen sind im Jahr 2015 mit 25% nach Herz-Kreislauf-
Erkrankungen die zweithäufigste Todesursache und stellen ein großes 
sozioökonomisches Problem dar (Statistisches Bundesamt, 2017). Betroffene 
und ihre Angehörigen leiden meist sehr unter der Erkrankung und neue 
Tumortherapien werden zu einer finanziellen Herausforderung für das 
Gesundheitssystem. Ein wichtiger Faktor bei der Abwehr und Kontrolle von 
Tumorerkrankungen ist das Immunsystem. Bereits 1863 identifizierte Rudolf 
Virchow Leukozyten in Tumorgewebe und stellte damit erstmals ein 
Zusammenspiel zwischen Tumor und Immunsystem fest (Balkwill and 
Mantovani, 2001). William Coley nutzte bereits gegen Ende des 19. 
Jahrhunderts unbewusst die antitumorale Wirkung einer akuten 
Entzündungsreaktion, die er durch wiederholte Injektion von Bakterientoxinen 
auslöste (Coley, 1991). Diese Induktion einer akuten Entzündungsreaktion wird 
immer noch zur Therapie von Harnblasenkarzinomen genutzt, indem die 
Patienten mit Bacillus Calmette-Guerin behandelt werden (Herr and Morales, 
2008). 
Heute ist weit mehr über die Mechanismen des Zusammenspiels zwischen 
Immunsystem und Tumoren und dessen pro- und antitumoralen Effekte 
bekannt. Wie essentiell die korrekte Funktionsweise des Immunsystems ist, 
lässt sich beobachten, wenn das Immunsystem beeinträchtigt wird. So weisen 
Patienten, die nach einer Organtransplantation Ciclosporin A zur 
Immunsuppression erhalten, eine erhöhte Tumorinzidenz auf (London et al., 
1995). Ebenso können Tumorerkrankungen des Immunsystems wie die 
chronisch lymphatische Leukämie eine funktionelle Störung des Immunsystems 
bedingen und dadurch neben der vermehrten Entwicklung von Hauttumoren 







Metastasierung führen (Otley, 2006). Neben organtransplantierten Patienten 
kommt es vor allem bei AIDS Patienten zu einer Beeinträchtigung des 
adaptiven Immunsystems. Entsprechend besteht auch bei diesen Patienten ein 
erhöhtes Tumorrisiko, beispielsweise für das mit humanem Herpes-Virus 8 
assoziierte Kaposi-Sarkom oder für Plattenepithelkarzinome (Gallagher et al., 
2001). Ohne die Fähigkeit des Immunsystems, maligne Zellen erkennen zu 
können und diese zu zerstören, würde es vermutlich zu einer deutlich größeren 
Anzahl an klinisch nachweisbaren Tumoren kommen.  
Andererseits kann das Immunsystem auch die Tumorentstehung und das 
Fortschreiten einer Tumorerkrankung begünstigen. So sind chronische 
Entzündungen ein bekannter Risikofaktor für die Tumorentstehung. Mucosa-
associated Lymphoid Tissue (MALT)-Lymphome können sich in 
Zusammenhang mit einer Infektion mit dem Bakterium Helicobacter pylori 
entwickeln (Ferreri et al., 2009). Dabei kann im Frühstadium die alleinige 
Antibiotika-Therapie zur vollständigen Remission des Lymphoms führen 
(Wotherspoon et al., 1993). Ebenso begünstigen virale Hepatitiden durch die 
Unterhaltung einer chronischen Entzündung die Entstehung von 
hepatozellulären Karzinomen (Beasley et al., 1981). Neben diesen beiden 
Tumoren gibt es noch viele weitere Beispiele, wie die erhöhte Rate an 
Darmtumoren bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen oder Cervix-
Karzinomen nach einer Infektion mit humanen Papillomaviren (Triantafillidis et 
al., 2009, Brisson et al., 1994). Generell wird ein proinflammatorisches Milieu 
als wichtiger Bestandteil der Tumorentstehung angesehen (Coussens and 
Werb, 2002). Wird diese chronische Entzündungsreaktion beispielweise durch 
eine längerfristige Entzündungshemmung mittels Aspirin oder Cox-2-Hemmern 
unterdrückt, kann das Risiko der Tumorentstehung gesenkt werden 
(Dannenberg and Subbaramaiah, 2003). Andererseits führt eine chronische 
Entzündung nicht zwingend zur vermehrten Tumorentstehung. So ist bei 







entzündlichen Erkrankung leiden, keine vermehrte Tumorentstehung 
beschrieben (Nickoloff et al., 2005).  
Ebenso kann die Infiltration von Tumoren mit Zellen des angeborenen und 
adaptiven Immunsystems sowohl Tumor-begünstigend als auch antitumoral 
sein. Die Infiltration mit Tumor-infiltrierenden Makrophagen und Mastzellen wird 
meist mit einer vermehrten Angiogenese und einer schlechteren Prognose 
verbunden ebenso wie eine T-Helfer (Th-)2 dominierte Immunreaktion (de 
Visser et al., 2006, Imada et al., 2000, Leek et al., 1996, Nakamura et al., 
2002). Dagegen korreliert eine Infiltration mit zytotoxischen T-Zellen oder Th1 
Zellen bzw. das Auftreten funktionaler T-Zellen im Melanom oder beim 
kolorektalen Karzinom mit einem verbesserten Überleben (Galon et al., 2006, 
Clemente et al., 1996, Weide et al., 2012). Ob es durch die Immunreaktion zu 
einer pro- oder antitumoralen Wirkung kommt, hängt demnach von vielen 
Faktoren ab, wie etwa dem zeitlichen Verlauf oder der Art der Immunantwort. 
Zuletzt konnte durch eine Therapie mit dem cytotoxic T-lymphocyte-associated 
Protein  (CTLA)4-Antikörper Ipilimumab und den Programmed cell death protein 
(PD)1-Antikörpern Pembrolizumab bzw. Nivolumab eindrucksvoll gezeigt 
werden, welche Bedeutung dem Immunsystem bei der Tumorkontrolle zukommt 
und wie effektiv eine auf dem Immunsystem basierende Therapie eingesetzt 
werden kann (Topalian et al., 2014, Gettinger et al., 2015, Martin-Liberal et al., 
2015, Robert et al., 2015). 
 
 
1.2 Immuntherapie von Tumoren 
 
Zur Immuntherapie von Tumoren stehen heutzutage eine Vielzahl von 
verschiedenen Methoden zur Verfügung, die bereits im klinischen Alltag 
angewendet werden. Dies umfasst zum einen Präventivmaßnahmen wie 
Impfungen gegen Hepatitis B (Chang, 2009) oder gegen humane 
Papillomaviren (Van Kriekinge et al., 2014), zielgerichtete Therapien mit 







oder Antikörpern gegen CTLA4 und PD1, die sogenannten Immun- 
Checkpointinhibitoren, die die Funktion des Immunsystems beeinflussen.  
 
Humorale Immuntherapien sind wahrscheinlich die am häufigsten eingesetzte 
Form der Immuntherapie. Antikörper können gezielt gegen eine breite Anzahl 
von Antigenen eingesetzt werden. Dadurch kann in für den Tumor wichtige 
Signalwege eingegriffen werden oder Tumorzellen können durch 
Oberflächenmarker direkt erkannt werden und deren Zerstörung ausgelöst 
werden. Ein wichtiges Beispiel hierfür ist Rituximab, das gegen den B-Zell-
Oberflächenmarker CD20 gerichtet ist und unter anderem zur Therapie von 
diffus großzelligen B-Zell-Lymphomen eingesetzt wird. Eine mit der 
Chemotherapie kombinierte Rituximab-Therapie kann das Überleben signifikant 
verlängern im Vergleich zur alleinigen Chemotherapie und gilt heute als 
Standard-Therapie bei dieser Tumorentität (Coiffier et al., 2002). Ebenfalls seit 
längerem in Verwendung sind Antikörper, die sich gegen Rezeptoren der 
Epidermal-Growth-Factor-Familie richten. Einer dieser Antikörper ist 
Trastuzumab, das gegen Her2/neu gerichtet ist. Her2/neu wird in bis zu 30% 
der Mamma-Karzinome überexprimiert. Trastuzumab kann an diesen Rezeptor 
binden, dadurch die pro-proliferative Signalkaskade unterbrechen und das 
Überleben verlängern (Hudis, 2007). Vergleichbar hierzu wird Cetuximab, das 
gegen die extrazelluläre Domäne des Epidermal-Growth-Factor-Rezeptors 
gerichtet ist, zur Therapie von kolorektalen Karzinomen oder 
Plattenepithelkarzinomen eingesetzt (Meyerhardt and Mayer, 2005, Wollina, 
2012). Darüber hinaus stehen eine Vielzahl weiterer Antikörper zur Verfügung, 
wie etwa Bevacizumab, das durch Blockade des Vaskular-Endothelial-Growth-
Factors die vom Tumor benötigte Angiogenese blockiert (Cobleigh et al., 2003). 
Eine derzeit sehr erfolgversprechende Form der Immuntherapie ist die 
sogenannte Checkpoint-Blockade mit den Antikörpern Ipilimumab gegen 







Malignen Melanom, aber auch bei anderen Tumorentitäten wie dem nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom (Reck et al., 2016). CTLA4 und PD1 wirken durch 
die Hemmung der T-Zellaktivität protumoral (Pardoll, 2012). Eine Blockade 
beider Signalwege führt zu einer erhöhten T-Zell-Aktivität gegenüber 
Tumorzellen und geht mit einer deutlichen Verbesserung des Überlebens 
einher (Topalian et al., 2014, Hodi et al., 2010). 
Neben Antikörpern können auch Zytokine zur Behandlung von Tumoren 
eingesetzt werden. Prominente Beispiele hierfür sind Interferon-a und 
Interleukin-2 (IL-2), die ebenfalls zur Behandlung des malignen Melanoms 
eingesetzt werden (Atkins et al., 1999, Kirkwood et al., 1996).  
Eine andere Möglichkeit der Immuntherapie stellt der adoptive Transfer von 
Tumor-reaktiven T-Zellen dar. Innerhalb von Tumoren wie dem Melanom lassen 
sich bereits häufig Tumorantigen-spezifische T-Zellen finden (Wu et al., 2012). 
Diese Tumor-infiltrierenden T-Zellen können isoliert, in Kultur expandiert und 
anschließend wieder an den Patienten verabreicht werden (Dudley et al., 2003). 
So konnte durch Transfusion von T-Zell-Rezeptor spezifischen T-Zellen gegen 
die Melanom-Antigene Mart-1, Melan-A oder gp100 bei Patienten mit 
metastasiertem Melanom eine Regression der Tumore erzielt werden (Lizee et 
al., 2013).  
Der Effekt der Immuntherapie mittels adoptivem Transfer wird vor allem den 
zytotoxischen, CD8+ T-Zellen zugeschrieben, die die Tumorzellen erkennen und 
zerstören. Allerdings konnte auch wiederholt lediglich nur ein geringer Effekt 
dieser adoptiven Therapien beobachtet werden, was vermutlich an der 
Induktion einer T-Zell-Toleranz liegt (Willimsky and Blankenstein, 2005, Dudley 
et al., 2002). Wie man von Autoimmunerkrankungen her weiß, sind Interferon-g 
(IFN) und Tumornekrosefaktor-a (TNF) produzierende CD4+ Th1 Zellen deutlich 
aggressiver als zytotoxische T-Zellen (Racke et al., 1994). Entsprechend zeigen 
auch CD4+ Th1 Zellen eine deutliche antitumorale Wirkung gegenüber 
Tumorzellen und können zur Eradikation von Melanomen beitragen 
(Shklovskaya et al., 2016, Hunder et al., 2008, Xie et al., 2010). Eine 







den Th1 Zytokinen IFN und TNF zuzukommen (Mumberg et al., 1999, Müller-
Hermelink et al., 2008, Braumüller et al., 2013). 
 
 
1.3 Interferone in der Immuntherapie 
 
Wie bereits oben beschrieben, haben Interferone eine wichtige Bedeutung bei 
der Kontrolle von Tumoren. So entwickeln Mäuse mit einem Defekt im IFN 
Rezeptor (Ifngr-/-) vermehrt spontane Tumoren und sind empfindlicher 
gegenüber karzinogeninduzierten Tumoren (Kaplan et al., 1998). Ebenso führt 
eine Hemmung von Typ I Interferonen (Interferon-a, Interferon-b) mittels 
Antikörpern zu einem vermehrten Tumorwachstum von transplantierten murinen 
Tumorzelllinien (Gresser et al., 1983). In vielen Tumoren wurde ferner eine 
verminderte Expression oder ein Verlust von Bestandteilen des Interferon-
Signalwegs beobachtet, wie etwa STAT1 oder IRF9 im Melanom (Wong et al., 
1997). 
Weiterhin konnte in humanen Brustkrebs-Zelllinien durch Typ I Interferone ein 
direkter antiproliferativer Effekt mit der Verlängerung sämtlicher Zellzyklus-
Phasen beobachtet werden (Balkwill et al., 1978). Auch in hämatologischen 
Progenitorzellen aus Patienten mit einer Polycythaemia vera kann durch 
Interferon-a eine Wachstumshemmung erzielt werden, die durch eine 
Aktivierung des p38 MAP-Kinase Signalwegs vermittelt wird (Lu et al., 2010). In 
einem murinen Brustkrebsmodell konnte eine vermehrte ossäre Metastasierung 
mit einer Suppression des Interferon-Signalings assoziiert werden. Durch eine 
systemische Behandlung mit Interferon-a kann dabei die ossäre 
Metastasierung vermindert werden (Bidwell et al., 2012).  
 
Erste Erfolge einer Behandlung mit Interferonen konnte insbesondere bei 
hämatologischen Erkrankungen wie der Haarzellleukämie erzielt werden 
(Parker et al., 2016). Durch die Interferon-Behandlung konnte im Gegensatz zu 







(Platanias, 2013). Auch bei soliden Tumoren wie dem Melanom kann durch 
eine adjuvante Therapie mit Interferon-a das Überleben verlängert werden 
(Ascierto et al., 2014). Die Wirkung der Interferon-Therapie scheint dabei von 
immunmodulatorischen Effekten abhängig zu sein (de La Salmoniere et al., 
2000). So kommt es beispielsweise unter der Interferon-Behandlung zu einer 
vermehrten Aktivität von natürlichen Killer(NK)-Zellen (Ernstoff et al., 1983). 
Ferner ist der Erfolg einer Interferon-Therapie beim Melanom abhängig von der 
Anzahl der Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (Hakansson et al., 1996). Ein 
Problem bei der Therapie mit Interferonen stellen jedoch Nebenwirkungen wie 
Grippe-ähnliche Symptome, Depressionen oder die Induktion einer Leukopenie 
dar (Parker et al., 2016).  
 
 
1.4 Das RIP1-Tag2 Mausmodell 
 
Das RIP1-Tag2 Mausmodell wurde 1985 von Douglas Hanahan entwickelt 
(Hanahan, 1985). Dabei wird das Large T-Antigen (Tag) des SV40-Virus hinter 
dem Ratten-Insulinpromotor 1 (RIP1) in das Genom inseriert. Hierdurch wird 
Tag exklusiv in den Insulin-produzierenden b-Zellen der Langerhans-Inseln des 
Pankreas ab dem 9. Tag der Embryogenese exprimiert (Alpert et al., 1988). 
Obwohl Tag in sämtlichen b-Zellen exprimiert wird, sehen die Langerhans-
Inseln die ersten 4 bis 6 Wochen unauffällig aus. In einer mehrstufigen 
Karzinogenese kommt es ab der 4. Woche jedoch zur Entstehung von 
hyperproliferativen Inseln, die einem Carcinoma in situ (Cis) entsprechen. Ab 
der 7. Woche zeigen einige dieser hyperproliferativen Inseln eine vermehrte 
Angiogenese. Nach 12 bis 14 Wochen haben sich schließlich ca. 20% Inseln 
mit vermehrter Angiogenese zu soliden Tumoren entwickelt, die aber 
weitgehend abgegrenzt bleiben (Abb. 1). Etwa 1-2% der Tumoren zeigen 
jedoch einen invasiven Phänotyp (Hanahan, 1985, Hanahan and Folkman, 











Das SV40 Large T-Antigen ermöglicht diese Tumorentstehung, indem es 
sowohl den p53- als auch den Rb-Signalweg angreift. Dabei hat es große 
Ähnlichkeiten zum adenoviralen Onkogen E1A und zum E7 der humanen 
Papillomaviren (Ludlow, 1993). 
p53 wird von Tag in einem Komplex gebunden, wodurch seine Funktion 
vollständig inhibiert wird (Lanford et al., 1985, Mietz et al., 1992). RIP1-Tag2-
Mäuse, bei denen zusätzlich p53 ausgeknockt ist, zeigen keine vermehrte 
Tumorprogression und keine veränderten Apoptoseeigenschaften (Casanovas 
et al., 2005). Die Tumorgröße und die Tumorzellproliferation war jedoch 
verringert (Herzig et al., 1999). Dies ist auf die Komplexbildung von p53 mit Tag 
zurückzuführen mit einer gegenseitigen Stabilisierung beider Proteine. Dabei 
gibt es eine Korrelation zwischen der Menge an p53 und Tag und dem 
Fortschreiten der Tumorprogression (Casanovas et al., 2005). 
Wie mit p53 bildet Tag ebenfalls einen Komplex mit hypophosphoryliertem Rb, 
wodurch dessen Funktion gestört wird, und es zu einer Progression des 
Zellzyklus in die S-Phase kommt (Ludlow, 1993). Im Gegensatz zu p53 scheint 
Rb im RIP1-Tag2-Modell jedoch nicht vollständig inaktiviert zu sein. So kommt 
Abbildung 1: Darstellung der mehrstufigen Karzinogenese im RIP1-Tag2 Mausmodell 
(modifiziert nach Hanahan und Folkman, 1996)  
Alle b-Zellen in den Pankreas-Inseln der RT2 Maus exprimieren das SV40 Large T-Antigen 
und zunächst sehen alle Inseln unverändert aus. Ab der 4. Woche werden ca. 50% der 
Inseln hyperplastisch. Diese stellen ein Carcinoma in situ dar. In einigen wenigen dieser 
Inseln kommt es ab der 7. Woche zur Angiogenese, und 20% der Inseln mit vermehrter 








es bei einem Knockout von Rb in den b-Zellen von RIP1-Tag2 Mäusen zu einer 
signifikant vermehrten Tumorentstehung. Dies geht mit einer verstärkten 
Tumorzellproliferation und einem invasiveren Phänotyp der Tumoren einher 
(Casanovas et al., 2005). 
Insgesamt stellt das RIP1-Tag2 Mausmodell mit dem Übergang von 
prämalignen hyperplastischen Inseln hin zu soliden Tumoren, die auch 
metastasieren können, ein typisches mehrstufiges Karzinogenesegeschehen 
nach, das der Tumorentstehung im Menschen ähnelt (Hanahan and Weinberg, 
2000). 
 
In vorausgegangen Arbeiten konnte eine Chemotherapie gemeinsam mit einem 
Cathepsin-Inhibitor das mittlere Überleben der RIP1-Tag2 Mäuse von 16 auf 20 
Wochen verlängern (Bell-McGuinn et al., 2007). Ebenso konnte das Überleben 
auf bis zu 22 Wochen mittels einer adoptiven Therapie mit Tumor-spezifischen 
zytotoxischen T-Zellen verlängert werden, die jedoch zu einer Zerstörung 
sämtlicher Insulin-produzierender b-Zellen führte, wodurch es zu einem 
schweren Diabetes kam (Speiser et al., 1997). Auch durch Hemmung der 
Angiogenese konnte ein Überlebensvorteil gezeigt werden (Bergers et al., 
2003, Paez-Ribes et al., 2009). Die besten Ergebnisse zur Tumortherapie im 
RIP1-Tag2 Modell konnte aber durch die Therapie mit adoptiv transferierten, 
Tag-spezifischen Th1 Zellen gezeigt werden. Bei einem frühzeitigen Beginn der 
Tumortherapie in der 5. Lebenswoche lebte sogar die Hälfte aller Mäuse mehr 
als 30 Wochen. Die Wirkungen der Tag-Th1 Zellen wird über die Th1 Zytokine 
IFN und TNF vermittelt und ist unabhängig vom Einfluss CD8+ zytotoxischer T-
Zellen. Kommt es zu einer Störung des Signalwegs von IFN oder TNF, entfaltet 
die Tag-Th1 Therapie keine antitumorale Wirkung mehr, sondern beschleunigt 
stattdessen die Tumorentstehung. Im Gegensatz zur Therapie mit 
zytotoxischen T-Zellen kam es bei der Th1 Therapie nicht zur Entwicklung eines 
Diabetes und es konnte keine Apoptose nachgewiesen werden (Müller-







Tumoren durch das Immunsystem ohne deren komplette Zerstörung (Dunn et 





1.5.1 Die Merkmale seneszenter Zellen 
 
Das wesentliche Merkmal seneszenter Zellen ist ein irreversibler 
Zellzyklusarrest in der G1-Phase des Zellzyklus bei weiterhin bestehender 
metabolischer Aktivität (Di Leonardo et al., 1994, Herbig et al., 2004, Serrano et 
al., 1997). Die Feststellung, dass Zellen sich nach einer maximalen Anzahl an 
Zellteilungen nicht weiter teilen können, wurde bereits 1961 durch Hayflick 
gemacht, der dieses Verhalten bei Experimenten mit humanen Fibroblasten 
entdeckte (Hayflick and Moorhead, 1961). Diese als replikative Seneszenz 
bekannte Seneszenzvariante beruht auf der mit jeder Zellteilung zunehmenden 
Verkürzung der Telomere. Erreichen diese eine kritische Länge, ist keine 
weitere Zellteilung mehr möglich (Blasco, 2005, Bodnar et al., 1998). 
Neben einem irreversiblen Zellzyklusarrest als grundlegende Voraussetzung für 
die Seneszenz gibt es noch weitere Marker, durch die sich seneszente Zellen 
charakterisieren lassen. Einer der wichtigsten Marker für seneszente Zellen ist 
die Seneszenz-assoziierte b-Galaktosidase (SA-b-Gal). Diese weist in 
seneszenten Zellen eine verstärkte Aktivität auf (Dimri et al., 1995, Kurz et al., 
2000). Seneszente Zellen konnten mittels SA-b-Gal in zahlreichen 
verschiedenen Tumortypen nachgewiesen werden (Collado and Serrano, 
2010). Daneben kommt es in seneszenten Zellen zu typischen 
Genexpressionsänderungen, insbesondere von Genen, die den Zellzyklus 
beeinflussen. So wird in seneszenten Zellen meist eine Expression der 
Zellzyklus-Inhibitoren p21 und p16INK4a gefunden (Campisi and d'Adda di 
Fagagna, 2007). Ein typisches Beispiel für solche seneszenten Zellen sind 







V600E Mutation, wodurch der Ras/Raf/Mek-Signalweg überaktiviert wird und 
Seneszenz induziert wird. Diese seneszenten Melanozyten sind SA-b-Gal und 
p16INK4a positiv (Michaloglou et al., 2005). Typisch hierfür ist auch das 
klinische Verhalten der Nävi, die zunächst wachsen und dann über viele Jahre 
konstant groß bleiben. 
Auch morphologisch lassen sich charakteristische Veränderungen bei 
seneszenten Zellen beobachten. Sie erscheinen größer und flacher im 
Vergleich zu nicht-seneszenten Zellen (Kuilman et al., 2010). Ferner kommt es 
zu epigenetischen Veränderungen mit Bildung von sogenannten Seneszenz-
assoziierten Heterochromatin-Foci (SAHF). Diese Foci, die reich an dreifach 
methyliertem Lysin 9 des Histons H3 sind, befinden sich in Bereichen des 
Chromatins, die nicht transkribiert werden (Narita et al., 2003). 
Ein weiteres Merkmal der Seneszenz ist die Ausbildung eines Seneszenz-
assoziierten sekretorischen Phänotyps (SASP). Durch den erhaltenen 
Zellmetabolismus sind seneszente Zellen in der Lage, eine Vielzahl an 
Zytokinen wie etwa die proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-1 zu 
sezernieren (Coppe et al., 2010, Kuilman and Peeper, 2009). Der SASP kann 
zur weiteren Induktion von Seneszenz beitragen (Acosta et al., 2013) und durch 
die folgende Immunantwort zu einer Elimination maligner Zellen führen 
(Hoenicke and Zender, 2012, Kang et al., 2011). Allerdings können auch 
protumorale Effekte wie eine vermehrte Zellproliferation oder die Begünstigung 




1.5.2 Formen der Seneszenz 
 
Wie bereits oben erwähnt, wird die erstmals von Hayflick beschriebene, durch 
die Abnahme der Telomerlänge bedingte Form der Seneszenz als replikative 







Telomerlänge eine kritische Schwelle, so wird wie bei einem DNA-Schaden der 
DNA-Damage-Response (DDR) Mechanismus induziert und der Zellzyklus 
angehalten (Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007). Tumorzellen können diese 
Begrenzung jedoch umgehen, da sie häufig das Enzym Telomerase 
exprimieren und somit der Verkürzung der Telomere entgegenwirken (Stewart 
and Weinberg, 2006). Eine durch den DDR-Mechanismus verursachte 
Seneszenz kann auch dann ausgelöst werden, wenn die Zellen Stress 
ausgesetzt sind und dadurch Doppelstrangbrüche der DNA entstehen (Di 
Leonardo et al., 1994, Parrinello et al., 2003). Dadurch kann auch eine 
konventionelle Chemotherapie Seneszenz in Tumoren auslösen (Roninson, 
2003). 
Eine weitere wesentliche Form der Seneszenz ist die Onkogen-induzierte 
Seneszenz (OIS). Die OIS wurde erstmals in humanen Fibroblasten 
beobachtet, in denen onkogenes Ras exprimiert wurde. Anstatt der erwarteten 
Proliferationszunahme kam es zur Entwicklung eines Zellzyklusarrests (Serrano 
et al., 1997). Bei der OIS spielt meist der Ras-Raf-Mek-Erk-Signalweg eine 
wichtige Rolle, da es bei einer Deregulation dieses Signalwegs und des daraus 
folgenden pro-proliferativen Stimulus häufig zur Induktion von Seneszenz 
kommt. Hierzu gehören auch BRAF Mutationen wie die V600E Mutation, die zur 
Seneszenz der Melanozyten in Nävi führt (Michaloglou et al., 2005). Auch für 
weitere Bestandteile des Ras-Raf-Mek-Erk-Signalwegs wurde eine Seneszenz-
Induktion beschrieben (Lin et al., 1998, Zhu et al., 1998). Ferner kann der 
plötzliche Verlust eines Tumor-Suppressors zur Entstehung von Seneszenz 
führen. So kommt es bei einem Verlust von PTEN ebenfalls zur Seneszenz-
Entwicklung (Alimonti et al., 2010). Eine zelluläre Seneszenz kann aber auch 
durch externe Faktoren ausgelöst werden. So konnte etwa eine Seneszenz-
Induktion durch den Chemokin (C-X-C Motif) Liganden (CXCL)1 oder durch 
Angiotensin II beobachtet werden (Hill et al., 2005, Kunieda et al., 2006). 
Ebenso ist eine Seneszenz-Induktion durch Interleukin(IL)-1, IL-6, IL-8 oder 
Transforming Growth Factor (TGF)b beschrieben (Hubackova et al., 2012, 







abhängige Seneszenz-Induktion in Tumorzellen gezeigt (Hubackova et al., 
2016). Ferner konnte durch IFN beispielsweise in humanen Melanozyten oder 




1.6 p16INK4a und der Rb/E2F-Signalweg 
 
Der Tumorsuppressor p16INK4a wurde erstmals 1993 von Serrano 
beschrieben und gehört zur Familie der INK4 Proteine (Serrano et al., 1993). 
Codiert wird p16INK4a vom CDKN2A Lokus, auch INK4a/ARF genannt, der auf 
Chromosom 9p21 beim Menschen bzw. auf Chromosom 4 der Maus liegt (Jiang 
et al., 1995, Kamb et al., 1994). Neben p16INK4a gehören die Proteine 
p15INK4b, p18INK4c und p19INK4d zur INK4 Familie. Diesen Proteinen ist 
allen gemeinsam, dass sie Inhibitoren der Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK)4 
und CDK6 sind (Chan et al., 1995, Guan et al., 1994, Hannon and Beach, 1994, 
Hirai et al., 1995, Sherr and Roberts, 1995, Ruas and Peters, 1998). 
Außerdem wird vom INK4a/ARF Lokus noch ein weiteres Protein codiert. Das 
Exon 1b von p19ARF (bzw. p14ARF beim Menschen) unterscheidet sich von 
Exon 1a von p16INK4a. Im Anschluss teilen sich p16INK4a und p19ARF Exon 
2, das jedoch mit einem alternativen Leseraster (alternative reading frame = 
ARF) abgelesen wird, wonach p19ARF auch benannt ist (Mao et al., 1995, 
Quelle et al., 1995). Wie p16INK4a hat auch p19ARF eine Funktion als 
Tumorsuppressor. Durch Bindung an MDM2 inhibiert p19ARF die 
Ubiquitinylierung von p53 und stabilisiert es dadurch (Michael and Oren, 2003, 
Gil and Peters, 2006). 
Seine Funktion als Tumorsuppressor übt p16INK4a durch Regulation des 
Retinoblastom (Rb)/E2F-Signalwegs aus. p16INK4a bindet CDK4 und CDK6 
und verdrängt diese dadurch aus dem Komplex mit Cyclin D (Pavletich, 1999). 
Der Komplex aus CDK4/6 und Cyclin D wiederum ist nötig zur 







dem Rb/E2F-Signalweg eine wichtige Bedeutung bei der Steuerung des 
Zellzyklus zu. Hypophosphoryliertes Rb bindet die Transkriptionsfaktoren der 
E2F-Familie, insbesondere E2F1, 2 und 3 (Weinberg, 1995, Sherr, 2001). Wird 
Rb durch den Komplex aus Cyclin D und CDK4 phosphoryliert, kann dieses 
E2F nicht länger binden (Chellappan et al., 1991). Im Zusammenspiel zwischen 
Rb, den Cyclinen, den CDKs und den CDK-Inhibitoren wie p16INK4a 
überschreitet der Zellzyklus schließlich einen Restriktionspunkt von der G1- zur 
S-Phase des Zellzyklus, der die weitere Zellzyklusprogression unabhängig von 
externen mitogenen Signalen macht (Pardee, 1989). Eine Überexpression von 
E2F1-3 führt zum Übergang des Zellzyklus in die S-Phase (Lukas et al., 1996, 
DeGregori et al., 1997). Wird p16INK4a überexprimiert, bleibt Rb 
hypophosphoryliert und es kommt zu einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase. 
Hierzu muss aber zwingend funktionell aktives Rb vorhanden sein (Lukas et al., 
1995, Medema et al., 1995, Serrano et al., 1995).  
Entsprechend seiner Funktion als Tumorsuppressor konnten in vielen 
Tumorzelllinien und Tumoren Mutationen von p16INK4a gefunden werden 
(Kamb et al., 1994, Nobori et al., 1994, Okamoto et al., 1994). Deletionen oder 
Punktmutationen von p16INK4a wurden etwa bei Ösophagus-, Blasen-, 
Lungen- oder Gallenblasentumoren und in Familien mit hereditär vererbtem 
Melanom gefunden, aber auch noch bei einer großen Anzahl weiterer Tumoren 
(Liggett and Sidransky, 1998, Hall and Peters, 1996, Serrano, 1997, Ruas and 
Peters, 1998). Insbesondere bei Adenokarzinomen kommt es bei bis zu 98% 
der Fälle zu einer Inaktivierung von p16INK4a (Schutte et al., 1997). Ebenfalls 
wurden mehr als 50 Keimbahnmutationen von p16INK4a beschrieben, die zu 
einem erhöhten Tumorrisiko führen (Greenblatt et al., 2003). Ferner konnte in 
vielen Tumoren eine Hypermethylierung des Promotors von p16INK4a 
gefunden werden. Damit war p16INK4a eines der ersten Gene, für das eine 
epigenetische Repression beschrieben wurde (Esteller et al., 2001). Mäuse, die 
durch Entfernung des INK4a Lokus selektiv kein p16INK4a exprimieren, jedoch 







karzinogeninduzierten Tumoren auf (Serrano et al., 1996). Dagegen führt eine 
Überexpression von p16INK4a zu einer dreifach verminderten Tumor-
entstehungsrate (Matheu et al., 2004). 
Durch die Fähigkeit von p16INK4a über den Rb/E2F-Signalweg einen 
Zellzyklusarrest auszulösen, kommt diesem auch eine wesentliche Rolle bei der 
Seneszenz zu. So wird der permanente Zellzyklusarrest der Seneszenz meist 
entweder über den p53- oder den Rb/E2F-Signalweg induziert (Campisi, 2013, 
Kuilman et al., 2010). Ebenso scheint p16INK4a bei der Zellalterung beteiligt zu 
sein. So konnte in vielen verschiedenen Zellarten eine stetige Zunahme der 
p16INK4a-Level im Laufe der Zeit nachgewiesen werden (Krishnamurthy et al., 
2004, Melk et al., 2004). Eine Expression von p16INK4a, vergleichbar mit der 
bei alternden Zellen, führte zu einer geringeren Proliferation von Inselzellen des 
Pankreas, wohingegen bei einem Verlust von p16INK4a die Inselzellen auch 
noch im Alter vermehrt proliferieren können (Krishnamurthy et al., 2006). Dieses 
Verhalten konnte ebenfalls in hämatopoetischen Stammzellen und neuronalen 
Stammzellen beobachtet werden (Janzen et al., 2006, Molofsky et al., 2006). 
Die Expression von p16INK4a wird von vielen Faktoren beeinflusst. Eine 
vermehrte Expression wurde unter dem Einfluss multipler Stressfaktoren 
beobachtet. Dies umfasst die Exposition mit UV-Strahlung oder ionisierender 
Strahlung, reaktiven Sauerstoffspezies oder Chemotherapeutika, die auch alle 
die Induktion einer vorzeitigen Seneszenz bedingen können (Ito et al., 2006, 
Piepkorn, 2000, Robles and Adami, 1998, Wang et al., 2006). Aber auch bereits 
durch die in vitro Kultivierung von Zellen kommt es zu einer vermehrten 
Expression von p16INK4a (Zindy et al., 1997). Bei der Reaktion auf solche 
Stressfaktoren kommt es meist über eine Aktivierung des MAPK-Signalwegs 
zur Induktion von p16INK4a (Bulavin et al., 2004, Ito et al., 2006, Iwasa et al., 
2003). Beispielhaft hierfür sind die BRAF V600E Mutation oder onkogenes Ras, 
die beide zu einer unregulierten MAPK-Aktivierung führen und dadurch eine 
OIS auslösen (Serrano et al., 1995, Michaloglou et al., 2005). Als mögliche 







p16INK4a beitragen, zählen p38 oder Ets1 und 2 (Ohtani et al., 2001, Iwasa et 
al., 2003). Ferner kann der Transkriptionsfaktor JunB aus der Familie der AP-1 
Transkriptionsfaktoren die Expression von p16INK4a steigern und das 
Zellwachstum hemmen, da sich drei AP-1 Bindungsstellen im p16INK4a 
Promoter befinden (Passegue and Wagner, 2000). Eine Hemmung von 
p16INK4a wurde insbesondere durch Proteine aus dem Polycomb Group 
Komplex (BMI-1, Cbx7, Mel18) oder durch T box Proteine beschrieben (Gil et 
al., 2004, Jacobs et al., 2000, Jacobs et al., 1999). Daneben kann Id1, das zur 
Familie der Helix-Loop-Helix Proteine gehört, dem Effekt von Ets1 und 2 
entgegenwirken und die Expression von p16INK4a hemmen (Alani et al., 2001, 
Ohtani et al., 2001). Zudem besteht noch ein Feedback-Loop zwischen 
p16INK4a und Rb. Ist Rb phosphoryliert, kommt es über E2F zu einer 
vermehrten Expression von p16INK4a, während hypophosphoryliertes Rb die 
Expression von p16INK4a hemmt (Khleif et al., 1996, Li et al., 1994). 
Entsprechend kommt es bei einer Inaktivierung von Rb, etwa durch virale 
Proteine wie E7 aus humanen Papillomaviren, zu einer vermehrten Expression 





Im RIP1-Tag2 Mausmodell kommt es bei einer Behandlung mit Tag-
spezifischen Th1 Zellen zu einer Verlängerung des Überlebens. Dies ist nicht 
mit einer Apoptose der T-Zellen zu erklären, sondern durch einen durch die 
Th1-Zellen vermittelten Wachstumsstopp der b-Tumorzellen (Müller-Hermelink 
et al., 2008, Braumüller et al., 2013). 
Die Induktion eines solchen Wachstumsstopps kann entweder über den p53-
Signalweg oder über den Rb/E2F-Signalweg erfolgen. Der p53-Signalweg ist im 
RIP1-Tag2 Modell jedoch vollständig durch Tag inaktiviert. Hingegen weist der 








In dieser Arbeit sollte der Einfluss der Tag-Th1 Therapie bzw. die Therapie mit 
den Th1-Zytokinen IFN und TNF auf die Regulation des Tumorwachstums 
durch den Tumorsuppressor p16INK4a über den Rb/E2F-Signalweg genauer 
betrachtet werden. Hierfür wurde zunächst die Wirkung der Zytokine auf die 
Expression von p16INK4a in vivo und in vitro im Hinblick auf die Hemmung der 
Proliferation und die Induktion weiterer Seneszenz-Marker bestimmt. 
Anschließend sollte die funktionelle Rolle von p16INK4a bei der Regulation des 
Tumorzellwachstums und bei der Induktion der Seneszenz im RIP1-Tag2 
Modell ermittelt werden. Dazu wurde die Expression von p16INK4a durch einen 
shRNA-vermittelten Knockdown herunterreguliert. Anschließend wurden die 
Auswirkungen auf die Tumorzellproliferation und deren Ansprechen auf die 
Zytokin-Behandlung untersucht. 
Um festzustellen, ob die Behandlung mit den Th1-Zytokinen auch einen Effekt 
auf andere Tumorentitäten hat, wurden zusätzliche Versuche an der humanen 
Rhabdomyosarkom-Zelllinie A204 durchgeführt. 
  
 





2. Material und Methoden 
 




Sämtliche für diese Arbeit verwendeten Geräte sind in Tabelle 1 aufgeführt. 
Tabelle 1: Liste der für diese Arbeit verwendeten Geräte 
Gerät / Typ Hersteller 
Abzugshaube 
        Airflow Controller AC2 
 
Waldner 
Beta Counter & Ansauggerät 
        MicroBeta FilterMate Harvester 

















        Sub-Cell GT 
        Protean II 










        Thermomixer Comfort 















        Axiovert 25 
        Axiovert 200 
        Binokular S6 E  






Neubauer Zählammern Glaswarenfabrik Karl Hecht 
Netzteile 
        PowerPac 300 
        PowerPac Basic 






        Primus 96 advanced 
        Primus 96 plus 
        Mastercycler gradient 















        Modell Reference 
        Modell Research 





























        Präzisionswaage CP224SOCE 
        Laborwaage EW 1500-2M 










        STR8 Rocking Platform 









        Biofuge pico 
        Biofuge fresco 









Die in Tabelle 2 aufgeführten Verbrauchsmaterialien wurden für diese Arbeit 
verwendet. 
 
Tabelle 2: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien 
Material Hersteller 
Pipetten 
        Ungestopfte Pipettenspitzen 
        10 µl, 100 µl, 1000 µl 
        Gestopfte Pipettenspitzen 
        Safe Seal Tips 10 µl, 100 µl 
        Biosphere Filter Tips 1000 µl 














        Corning Costar Stripette 




        CELLSTAR Polypropylen Röhrchen 






        CELLSTAR Cell Culture Plates 
        CELLSTAR Cell Culture Flasks  
        Microtest 96 well flat bottom 








2.1.3 Reagenzien und Kits 
 
Die in Tabelle 3 aufgeführten Reagenzien wurden in dieser Arbeit verwendet. 
 
Tabelle 3: Liste der verwendeten Reagenzien und Kits 
Name Hersteller 
Aceton Carl Roth 
AKC Lysing Buffer Thermo Fisher 
APS (Ammoniumpersulfat) Carl Roth 
Aprotinin Sigma-Aldrich 
Beta-Galactosidase Staining Kit US Biological 
Beta-Mercaptoethanol Sigma 
BetaPlate Scint PerkinElmer 
Bromphenolblau Fluka 
BSA (Bovines Serumalbumin) Sigma-Aldrich 
CaCl2 Sigma-Aldrich 
Cell Proliferation ELISA,  
BrdU (colorimetric) 
Roche Applied Science 
Collagenase NB 8 Serva 
 








Fetal Calf Serum (FCS) Perbio-Science 
Fluorescence Mounting Medium DAKO 
HEPES-Puffer (1M) Biochrom 
IFN-g, rekombinant (murin, human) R&D Systems 
iScript cDNA Synthesis Kit Bio-Rad 
dH2O Sigma-Aldrich 
KAPA SYBR® FAST qPCR Kit KAPA Biosystems 
Leupeptin Sigma-Aldrich 
LumiGLO Cell Signaling 




        DMEM 




MACS Microbeads Miltenyi Biotech 
MEM-Aminosäuren (50x) Biochrom 
Methanol VWR 
MgCl Carl Roth 
MgSO4 Carl Roth 
NaCl Carl Roth 
Natriumpyruvat Biochrom 
NucleoSpin RNA II Macherey-Nagel 





Poly-L-Ornithin (0,01%) Sigma-Aldrich 
 





Protein Block DAKO 
Proteinase K Lösung Invitrogen 
Puromycin Sigma-Aldrich 
Rotiphorese Gel 30 Carl Roth 
Roti-Quant universal Carl Roth 
RT2 First Strand Kit Qiagen 
SDS Carl Roth 
SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard Invitrogen 
Starting Block T20 Thermo Fisher 
Taq PCR Core Kit Qiagen 
TEMED Carl Roth 
Tissue Tek Sakura 
TNF, rekombinant (murin, human) R&D Systems 
TRIS/HCl AppliChem 
Triton X-100 Carl Roth 
Trypsin 0,5% EDTA Invitrogen 
Tween-20 Carl Roth 
Yo-Pro Invitrogen 













Die folgenden Rezepturen wurden für die Kultivierung der Tumorzellen 
verwendet. 
 
Tabelle 4: Rezepturen der Zellkulturmedien 
Name Zusammensetzung 
Standard-Medium zur Kultur  
der b-Tumorzellen 
500 ml RPMI 1640 mit stabilem Glutamin 
10%  Fetales Kälberserum (FCS) 
1%  HEPES-Puffer 
1%  Natriumpyruvat 
1% MEM-Aminosäuren 
0,5%  Penicillin/Streptomycin 
0,2%  b-Mercaptoethanol 
DMEM Medium zur  
T-Zell-Isolierung 
500 ml DMEM 
10%  Fetales Kälberserum (FCS) 
1%  HEPES-Puffer 
1%  Natriumpyruvat 
1%  MEM-Aminosäuren 
1%  Penicillin/Streptomycin 
0,2%  b-Mercaptoethanol 
 
Medium für die Rhabdo-
myosarkomzellkultur 
500 ml RPMI 1640  
10%  Fetales Kälberserum (FCS) 
1%  HEPES-Puffer 
1%  Natriumpyruvat 
1%  MEM-Aminosäuren 
0,5%  Penicillin/Streptomycin 
 
 





2.1.4.2 Rezepturen für die Tumorzellpräparation 
 
Die in Tabelle 5 aufgeführten Rezepturen wurden für die Isolation der Tumoren 
aus Rip1-Tag2 Mäusen benötigt. 
 
Tabelle 5: Rezepturen für die Isolation der b-Tumorzellen 
Name Zusammensetzung 
HANKS-Lösung (4x) 32 g/l  NaCl 
1,6 g/l  KCl 
0,74 g/l CaCl2 x H2O 
0,8 g/l  MgSO4 x 7 H2O 
0,24 g/l Na2HPO4 x 2 H2O 
0,24 g/l KH2PO4 
1,4 g/l  NaHCO3 
9,5 g/l  HEPES 
 
Präparierlösung A 1x   HANKS Salt Solution 
550 mg  Glucose/l 
 
Präparierlösung B Präparierlösung A 
1,22g   BSA/350ml 
 
Kollagenase Lösung 1 mg/ml  Kollagenase NB 8 













Die für diese Arbeit verwendeten Tiere wurden gemäß den Bedingungen des 
Tierschutzgesetzes und unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen 
gehalten. Die Versuche wurden unter den Anträgen HT 2/03 und HT 2/07 durch 
das Regierungspräsidium Tübingen genehmigt. 
 
 
2.2.2 Genotypisierung der Mäuse 
 
Aufgrund der kurzen Lebensdauer der RIP1-Tag2-Mäuse, erforderte die Zucht 
eine heterozygote Verpaarung von C3H-Weibchen mit RIP1-Tag2-Männchen 
(Hanahan, 1985). Um den Genotyp der Mäuse zu bestimmen, wurden die 
Mäuse per Polymerase-Kettenreaktion (PCR) genotypisiert.  
Zur Isolierung der DNA aus Frischgewebe wurde den Mäusen eine Ohrbiopsie 
entnommen. Das Gewebe wurde in Lysepuffer unter Zugabe von Proteinase K 
über Nacht bei 56 °C verdaut. Durch Erhitzen auf 70°C für 20 Minuten wurde 
die Proteinase K inaktiviert und die DNA mit Isopropanol präzipitiert. 
Anschließend wurde jede Probe der PCR-Mastermix (Tabelle 6) zugegeben. 
 
Tabelle 6: PCR-Mastermix für die Genotypisierung 
Name Zusammensetzung 
PCR-Mastermix (je Probe) 0,5 µl  Primer SV1 (1:10) 
0,5 µl  Primer SV5 (1:10) 
1 µl  dNTPs 
5 µl  10x Puffer 
0,5 µl  Taq-Polymerase 
1 µl  MgCl2 
39 µl  H2O 
 





Bei der PCR werden spezifische DNA Sequenzen amplifiziert und dadurch 
detektierbar gemacht (Peake, 1989). Durch eine wiederholte Sequenz aus 
Denaturierung der DNA, Anlagerung (Annealing) der spezifischen Primer und 
Elongation der DNA durch die hitzestabile Taq-Polymerase wird das gesuchte 
Genprodukt vervielfacht (Saiki et al., 1985).  
 
Tabelle 7: Protokoll für den PCR-Lauf der RIP1-Tag2-Genotypisierung 
Temperatur / Dauer 
1. 94 °C für 3 Minuten 
2. 30 Zyklen à: Denaturierung bei 94 °C für 30 Sekunden 
 Annealing bei 59 °C für 30 Sekunden 
 Elongation bei 72° C für 30 Sekunden 
3. 72 °C für 3 Minuten 
4. Proben bei 8 ° C halten 
 
 
Für die PCR wurde das in Tabelle 7 gelistete Protokoll verwendet. Als Primer 
dienten die in Tabelle 8 gezeigten Oligonukleotide SV1 und SV5. 
 
Tabelle 8: PCR-Primer zur Genotypisierung der RIP1-Tag2 Mäuse  
(A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin) 
Primer Gen Sequenz (5’ ® 3’) 
SV1 Tag2 CGA CAA ACC ACA ACT AGA ATG CAG 
SV5 Tag2 CAG AGC AGA ATT GTG GAG TGG 
 
 
Die in der PCR amplifizierten DNA Fragmente wurden dann durch eine 
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Durch die negative Ladung der DNA 
wandert diese, je nach Größe des Fragments, unterschiedlich schnell durch das 
2%ige Agarosegel zur Anode hin. 
 





Zur Herstellung des Gels wurde 1 g Agarose in 50 ml Tris-Acetat-EDTA (TAE)-
Puffer unter Aufkochen in der Mikrowelle gelöst. Das Gel wurde in die 
Gelkammern gegossen und ein Kamm zur Bildung der Taschen für die zu 
testenden Proben eingesetzt. 
Zur Darstellung der DNA wurden ein Ladepuffer aus GelRed (Biotium, 
Hayward, CA, USA) in Orange G (Thermo Fisher Scientific) im Verhältnis 
1:2000 erstellt. Pro Probe à 50 µl wurden 10 µl des Ladepuffers zugegeben. Die 
Geltaschen des Agarosegels wurden anschließend mit jeweils 10 µl beladen. 
Zur Größendifferenzierung wurden ferner 0,5 µl einer 1kb DNA Leiter in einer 
separaten Tasche verwendet. Das in der PCR amplifizierte DNA Fragment hat 
eine Größe von etwa 500 Basenpaaren. An das Gel wurde für etwa 30 Minuten 
eine Spannung von 120 Volt angelegt, um die DNA zur Anode hin wandern zu 
lassen. Anschließend erfolgte die Auswertung mittels eines Transilluminators. 
 
 
2.2.3 Tumorzellisolierung und Zellkultur 
 
Zur Durchführung der Experimente in vitro wurden b-Tumorzellen aus den 
Pankreata von RIP1-Tag2 Mäusen isoliert. Hierfür wurden, wenn nicht 
anderweitig gekennzeichnet, 12 Wochen alte RIP1-Tag2 Mäuse verwendet.  
Die Mäuse wurden in einer CO2 Atmosphäre getötet. Wie beschrieben wurde 
das Pankreas durch eine Eröffnung des Abdomens freigelegt und anschließend 
eine Kollagenase-Lösung retrograd über den Ductus pancreaticus injiziert, um 
die Insulinome vom restlichen Pankreas-Gewebe zu dissoziieren (Müller-
Hermelink et al., 2008). Das Pankreas wurde abgesetzt und für weitere 10 
Minuten bei 37°C in Kollagenase-Lösung angedaut. Um den 
Verdauungsvorgang zu beenden, wurde Präparierlösung B im Überschuss 
hinzugegeben und der Überstand bei 800 U/min abzentrifugiert. Zur weiteren 
Zerkleinerung der isolierten Inseln wurden diese mechanisch durch das 
 





Pressen durch Spritzen oder Kanülen mit 1,2 mm Durchmesser behandelt. 
Anschließend wurden die Insulinome unter dem Binocular vom restlichen 
Gewebe separiert. Zwischenzeitlich wurden die bereits präparierten Tumoren in 
Präparierlösung B auf Eis gelagert. 
Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension wurden die Insulinome zunächst mit 
PBS gewaschen und im Anschluss mit vorgewärmtem Trypsin behandelt. Eine 
weitere mechanische Separation in Trypsin erfolgte über 5 Minuten durch 
Zerschneiden mittels kleiner Scheren. Die Wirkung von Trypsin wurde nach 
weiterer Inkubation bei 37°C über 5 Minuten durch Zugabe von RPMI-Medium 
abgestoppt. Nach der Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Zählkammer 
unter Verwendung von Trypanblau wurden die Zellen in 24 Well-Platten mit ca. 
2 Millionen Zellen pro Well ausgesät. 
Die weitere Kultivierung der b-Tumorzellen erfolgte in Standard-Medium bei 
37°C und 7,5% CO2. Vor Verwendung wurden alle Medien auf 37 °C erwärmt. 
Zum Passagieren der Tumorzellen wurde das jeweilige Behältnis zunächst mit 
PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen mit 37 °C warmem Trypsin 
überschichtet. Nach 5-10 Minuten wurde die Trypsin-Wirkung durch Zugabe 
von Medium abgestoppt, die Zellen in ein Falcon überführt und für 5 Minuten 
bei 1500 U/min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Medium aufgenommen, die 
Anzahl lebender Zellen mit einer Neubauer Zählkammer mit Hilfe von 




2.2.4 Tag-Th1- und APC-Gewinnung 
 
Um Tag-spezifische T-Zellen zu erhalten, wurden transgenen Mäusen mit 
einem für das Large-T Antigen spezifischen T-Zell-Rezeptor (Tag-TCR) nach 
Opferung durch eine CO2-Narkose die axillären und inguinalen Lymphknoten 
 





sowie die Milz entnommen (Müller-Hermelink et al., 2008). Zur Dissoziation der 
Zellen wurden die Lymphknoten und die Milz durch ein Sieb mit 200 µm 
Porengröße zerrieben, in DMEM Medium aufgenommen und der Überstand bei 
1500 U/min über 5 Minuten abzentrifugiert. Erythrozyten wurden durch Zugabe 
von 2 ml ACK (Ammoniumchlorid-Kalium) Lysing buffer lysiert. Nach 
zweimaligem Waschen mit Medium wurden die Zellen in 500 µl MACS-Puffer 
(PBS, 0,5% BSA, 2 mM EDTA) resuspendiert. CD4+ Tag-Th1-Zellen wurden 
anschließend durch Kopplung an anti-CD4-Mikrobeads (20 µl) mit Hilfe einer 
MACS-Säule isoliert. 
APC Zellen wurden analog den Tag-Th1 Zellen aus Milz und Lymphknoten 
gewonnen. CD4 und CD8 Zellen wurden mit Hilfe von anti-CD4 bzw. anti-CD8 
Hybdridom-Überständen und einer Komplement-Reaktion depletiert. Um eine 
weitere Zellteilung zu verhindern, wurden die Zellen anschließend mit 3,5 Gy 
bestrahlt (Gamma Cell, Prof. Rammensee, Immunologie Tübingen). 
Zur Stimulation wurden Tag-Th1 und APC im Verhältnis 1:2-1:5 (Tag-Th1:APC) 
zusammen mit 11B11 (10 µg/ml), CpG-DNA1668 (200 µM), Tag-Peptid 362-384 
(4 µM) in DMEM Medium kultiviert (Egeter et al., 2000). Nach 2 Tagen wurde 50 
U/ml IL-2 zugefügt und die Zellen über 7 Tage expandiert. 
 
 
2.2.5 Tag-Th1 Therapie 
 
Zur Tumortherapie in vivo wurden Rip1-Tag2 Mäusen beginnend ab der 7. 
Lebenswoche nach einer Bestrahlung mit 2 Gy 1 Mal wöchentlich 107 Tag-Th1 
Zellen in 500 µl NaCl oder 500 µl NaCl als Kontrolle intraperitoneal injiziert. Die 













Die b-Tumorzellen wurden in vitro mit rekombinantem murinem IFN und TNF 
behandelt. Analog wurde zur Behandlung der humanen 
Rhabdomyosarkomzellen rekombinantes humanes IFN und TNF verwendet. 
Die jeweiligen IFN- und TNF-Stocklösungen wurden zunächst in Medium 
verdünnt. Dabei wurden in der Regel die folgenden Zytokinkonzentrationen und 
-kombinationen verwendet: 100 ng/ml IFN, 10 ng/ml TNF, 100 ng/ml IFN und 10 
ng/ml TNF. 
Anschließend wurde das alte Medium abgenommen, durch zytokinhaltiges 
Medium ersetzt und für die gewünschte Behandlungsdauer auf den Zellen 
belassen. Bei einer Behandlungsdauer von mehr als 72h wurde das Medium 
durch frisches Zytokin-haltiges Medium ersetzt. Es wurden maximal 




2.2.7 Immunhistochemische Färbungen 
 
Zur Färbung der Tumoren von in vivo mit Tag-Th1 Zellen behandelten Mäusen 
wurden diese zunächst nach obigem Protokoll isoliert und ohne anschließende 
Zerkleinerung in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Aus den 
Paraffinblöcken wurden 3-5 µm dicke Serienschnitte angefertigt. Die 
Paraffinschnitte wurden nach Herstellerprotokoll (Ventana Medical System) 
automatisiert mit Hämatoxylin und Eosin und auf den Proliferationsmarker Ki67 













Für die Immunfluoreszenzfärbungen der in vivo behandelten Tumoren wurden 
das gesamte Pankreas aus den Mäusen präpariert und in Tissue Tek 
eingebettet. Im Anschluss wurden mit dem Kryotom 5 µm dicke Schnitte 
angefertigt. Die Schnitte wurden für 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet 
und anschließend für 2 Minuten mit Periodat-Lysin-Paraformaldehyd (PLP)-
Lösung fixiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden unspezifische 
Bindungsstellen mit Eselserum (1:20) geblockt. Im Anschluss wurden die 
Schnitte zunächst mit dem entsprechenden Primärantikörpern und nach einem 
erneuten Waschschritt mit dem zugehörigen Sekundärantikörper inkubiert. Die 
Zellkerne wurden mit Yo-Pro gefärbt. Anschließend wurden die Schnitte mit 
Mowiol eingedeckelt und unter dem Lasermikroskop ausgewertet. 
 
Zur Immunfluoreszenzfärbung von Tumorzellen in vitro wurden diese in 
Chamberslides ausgesät. Um eine bessere Bindung der Zellen an die 
Chamberslides zu ermöglichen, wurden diese zunächst mit Poly-L-Ornithin 
überschichtet (Poly-L-Ornithin 1:10 in PBS verdünnt, 150 µl je Chamber, 1 
Stunde bei 37°C). Anschließend wurden die Tumorzellen mit einer Dichte von 
10000 bis 40000 Zellen pro Chamber ausgesät. Die Zytokinbehandlung der 
Zellen erfolgte frühestens 24 Stunden nach der Aussaat. 
Vor der Färbung wurden die Zellen dreimalig mit PBS gewaschen und dann mit 
einem Aceton-Methanol-Gemisch fixiert (je Chamber 100 µl Aceton/Methanol im 
Verhältnis 1:2 für 5 Minuten bei -20 °C). Um eine unspezifische Bindung der 
Primärantikörper zu vermeiden, wurden die unspezifischen Bindungsstellen 
nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBSTB (PBS + 0,05% Tween-20 + 
0,005% BSA) mit DAKO Protein Block für 15 Minuten bei Raumtemperatur 
geblockt. Anschließend erfolgte die Färbung mit dem Primärantikörper in 
PBSTB verdünnt über 1 Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4°C über Nacht 
 





(100 µl je Chamber). Zur Negativkontrolle wurde eine Kammer nur mit PBSTB 
überschichtet. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBSTB wurden die 
Slides mit dem in PBSTB gelösten, Fluoreszenz-markierten Sekundärantikörper 
für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Darstellung der Zellkerne wurde 
DAPI (1:360) nach drei weiteren Waschschritten mit PBS verwendet. 
Anschließend wurden die Slides zweimalig mit PBS gewaschen, mit 
Fluorescence Mounting Medium beschichtet und eingedeckelt. Die Auswertung 
der Slides erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop bzw. durch Auszählen der 
aufgenommenen Bilder mit Hilfe von ImageJ (National Institues of Health). 
 
Tabelle 9: Liste der für die Immunfluoreszenzfärbung verwendeten Antikörper und DNA-
Farbstoffe 
Name Hersteller Host Verdünnung 
Anti-Rabbit-Alexa 488 Invitrogen Ziege 1:400 
Ki67 (ab 15580) Abcam Hase 1:100 
p16INK4a (F-12) Santa Cruz Maus 1:50 
p16INK4a (M-156) Santa Cruz Hase 1:100 
Synaptophysin Lifespan BioSciences Hase ready to use 
DAPI Invitrogen  1:3600 
Yo-Pro Invitrogen  1:2000 
Cy5-Anti-Rabbit Dianova Esel 1:500 





2.2.9.1 3H-Thymdin Proliferationsanalyse 
 
Da proliferierende Zellen zur DNA Synthese Thymidin benötigen, kann die 
Proliferationsrate von Zellen mittels Inkorporation von Tritium-markiertem 
Desoxythymidin (3H-Thymidin) ermittelt werden. Die isolierten Tumorzellen 
 





wurden hierzu in 96 Well Platten ausgesät und sich über Nacht absetzen 
gelassen. Anschließend wurden je Well 10 µl der 3H-Thymidin Lösung (1:40 in 
Medium verdünnt) hinzugefügt und über Nacht inkubiert. Zur Lösung der Zellen 
wurden die Wells nach dem Waschen mit PBS mit je 100 µl warmem Trypsin 
überschichtet und für 15 min bei 37°C inkubiert. Danach wurden die gelösten 
Zellen in einer Ansaugvorrichtung mittels einer Vakuumpumpe auf eine zuvor 
mit destilliertem Wasser benetzte Filtermatte übertragen. Die Filtermatte wurde 
in der Mikrowelle getrocknet, mit Szintillatorlösung befeuchtet und in eine 
Klarsichttüte eingeschweißt. Im Anschluss wurde im Beta Counter die Anzahl 
der Counts bestimmt. 
 
2.2.9.2 BrdU Proliferationsassay 
 
Die BrdU Proliferationsanalyse wurde mit einem BrdU-Kit der Firma Roche 
Applied Science durchgeführt. Wie 3H-Thymidin wird auch BrdU als Thymidin-
Analogon bei der DNA-Synthese inkorporiert (Gratzner, 1982). Anschließend 
kann BrdU über spezifische Antikörper proportional abhängig zu dessen Einbau 
in die DNA mittels eines Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
detektiert werden (Gonchoroff et al., 1985). Pro Gruppe wurden je 6 Wells einer 
96-Well-Platte mit 5000 Zellen ausgesät und – wenn nicht anderweitig angeben 
– für 72 Stunden behandelt. 24 Stunden vor Ende der Behandlung wurde die in 
Medium verdünnte BrdU-Labeling-Lösung in einer Endkonzentration von 10 µM 
BrdU hinzugefügt. Anschließend wurde das Medium abgenommen und die 
Zellen mit der FixDenat-Lösung für 30 Minuten fixiert und die DNA denaturiert, 
um das Binden des Antikörpers zu ermöglichen. Die FixDenat-Lösung wurde 
abgeklopft und es wurden 100 µl Antikörper (Anti-BrdU-POD 1:10 verdünnt in 
Antibody Dilution Solution) je Well für 90 Minuten einwirken gelassen. Nach 
dreimaligem Waschen mit 1:10 in dH2O verdünntem Waschpuffer wurden die 
 





Wells mit 100 µl Substrat überschichtet und nach 15 Minuten die Extinktion bei 
405 nm im ELISA-Reader gemessen. 
 
 
2.2.10 Seneszenz-assoziierte b-Galaktosidase-Assay 
 
b-Galaktosidasen sind Enzyme zur Hydrolyse der glykosidischen Bindungen 
von b-Galactopyranosiden. In der Zelle sind sie normalerweise in den Lysomen 
zu finden. Seneszente Zellen besitzen eine b-Galaktosidase, die nicht im stark 
saurem Milieu, sondern bei pH 6,0 arbeitet. Diese Seneszenz-assoziierte b-
Galaktosidase (SA-b-Gal) lässt sich in der ganzen Zelle detektieren (Dimri et 
al., 1995, Sherwood et al., 1988). 
 
Für diesen Assay wurde ein b-Galactosiade Staining Kit von US Biologicals 
verwendet. Zur Behandlung wurden die Tumorzellen in 96 Well-Platten 
ausgesät und nach der jeweiligen Behandlungsdauer zwei Mal mit PBS 
gewaschen. Zur Fixierung wurde der Fixierlösungsansatz 1:10 in Reinstwasser 
verdünnt. Je Well wurden 100 µl der verdünnten Fixierlösung für 15 Minuten bei 
Raumtemperatur auf die Zellen gegeben und danach erneut zwei Mal mit PBS 
gewaschen. Im Anschluss wurden je 100 µl der Färbelösung auf die Zellen 
gegeben. Die Färbelösung setzt sich folgendermaßen zusammen: 
- Färbelösung aus 1:10 in Reinstwasser verdünnter Färbestocklösung 
- je 1:100 in Färbelösung verdünntes Supplement A und Supplement B 
- 1:20 verdünnte X-Gal-Stocklösung (20 mg X-Gal in 1000 µl 
Dimethylformamid) 
Anschließend wurde die Platte in Alufolie verpackt und über Nacht bei 37 °C im 
Brutschrank inkubiert. Die Anzahl der b-Galaktosidase-positiven Zellen wurde 











Zur Erstellung von Western-Blots wurden zunächst Zelllysate hergestellt. 
Hierfür wurden dem Protein-Lysepuffer zunächst die Protease-Inhibitoren 
Aprotinin (1,5 µg/ml), Leupeptin (10 µg/ml), Pepstatin (1µg/ml) und PMSF 
(200mM) und bei Bedarf der Phosphatase-Inhibitor PhosSTOP beigefügt. 
Ausgesäte Tumorzellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen, anschließend 
mit 150 µl Lysepuffer pro Well versetzt und die Proteine mechanisch durch 
Abschaben in Lösung gebracht. Sämtliche Schritte wurden auf Eis 
durchgeführt. 
 
Tabelle 10: Rezepturen, die für den Western-Blot verwendet wurden 
Name Zusammensetzung 
Protein-Lysepuffer 20 mM  Tris, pH 8 
137 mM  NaCl 
0,05%  Triton X-100 
1 mM EDTA 
5 % Glycerin 
 
2x Lämmli-Puffer 126 mM Tris 
20%  Gylcerin 
4%  SDS 
5%  2-Mercaptoethanol 
0,02%  Bromphenolblau 
pH 6,8 
 
10x Laufpuffer 30 g Tris 
144 g Glycin 
10 g SDS 
ad 1 l dH2O 
 
Trenngelpuffer 45,5 g Tris 
1 g SDS 
ad 250 ml dH2O, pH 8,8 
 
Sammelgelpuffer 15,1 g Tris 
1 g SDS 
ad 250 ml dH2O, pH 6,8 
 
 





Semi-Dry Puffer 5,8 g  Tris 
2,92 g  Glycin 
3,8 ml  10% SDS 
200 ml  Methanol 
ad 1 l  H2O 
 
10x TBS 24,23g  Trizma 
80,06g  NaCl 
ad 1l  H2O VE (pH 7,6) 
 
Waschpuffer TBS 
0,01%  Tween-20 
 
 
Die Proteinkonzentration der Proben wurde mit Hilfe des RotiQuant universal-
Assays photometrisch auf einer 96-Well-Platte bestimmt, der auf der 
Biuretreaktion beruht. Im alkalischen Milieu kommt es zu einer Komplexbildung 
zwischen Proteinen und Cu2+ Ionen, die hierdurch reduziert werden und 
wiederum mit der Bicinchoninsäure einen Farbkomplex bilden (Smith et al., 
1985, Wiechelman et al., 1988). Hierfür wurde eine Standardreihe aus einer 
BSA-Stocklösung (c = 2 mg/ml) mit Proteinkonzentrationen zwischen 5 µg/ml 
und 2000 µg/ml hergestellt und die Proben 1:10-1:5 in PBS verdünnt. Sowohl 
von der Standardreihe als auch von den zu messenden Proben wurden je 2 
Wells mit insgesamt 50 µl befüllt und 100 µl Färbelösung hinzugegeben. Alle 
Proben wurden mindestens 2-fach gemessen. Die Platte wurde entweder bei 
Raumtemperatur für ca. 1,5 Stunden oder bei 37 °C für 30 Minuten gelagert 
und dann die Extinktion bei 492 nm Wellenlänge im ELISA-Reader gemessen. 
Die Auswertung wurde in Microsoft Excel durchgeführt. 
 
Mittels der SDS-PAGE Gelelektrophorese wurden die Proteine anschließend 
nach ihrer Größe separiert (Laemmli, 1970). Durch die Komplexbildung der 
Proteine mit SDS, abhängig von deren Masse, erhalten diese eine ihrer 
Proteinmasse entsprechende negative Ladung. Je nach Ladung wandern die 
Proteine dann unterschiedlich schnell durch das Gel und werden so der Größe 
 





nach aufgeteilt. Als Trenngele wurden entweder 12 oder 15%-ige Gele und als 
Sammelgel ein 5%iges Gel benutzt. Die Gele wurden zwischen zwei 
Glasplatten mit 0,75 mm Abstand gegossen. Durch Zugabe von APS und 
TEMED wurde die Polymerisation der Gele eingeleitet. Alternativ wurden Mini-
PROTEAN TGX Fertiggele der Firma BioRad verwendet. 
 
Tabelle 11: Zusammensetzung der Trenngele 
Substanz 12%iges Gel 15%iges Gel 
30% Polyacrylamid 
















Tabelle 12: Zusammensetzung des Sammelgels 
Substanz 5%iges Gel 
30% Polyacrylamid 











Zur Elektrophorese wurden die Gele in der Laufkammer eingespannt und diese 
mit Laufpuffer gefüllt. Vor Beladung der Geltaschen wurden die Proteine 
zunächst durch Erhitzen bei 95°C für 5 Minuten denaturiert und mit 2x 
Lämmlipuffer verdünnt. Anschließend wurden die Geltaschen mit einer 
Hamilton-Spritze mit den jeweiligen Proben à 10 µg Proteingehalt beladen. 
Zusätzlich wurde pro Gel mindestens eine Tasche jeweils mit 2 µl Magic Marker 
zu späteren Detektion der Proteingröße nach der Filmentwicklung und 10 µl 
Prestained-Marker zur Beobachtung des Fortschritts der Elektrophorese befüllt. 
Im Sammelgel wurde die Gelelektrophorese bei einer Spannung von 90V, im 
Trenngel bei 110V durchgeführt. Anschließend wurden die Proteine auf eine 
 





PVDF-Membran geblottet (Burnette, 1981, Renart et al., 1979). Hierfür wurde 
das Gel auf die in Methanol aktivierte PVDF-Membran gelegt und diese 
zwischen zwei in Semi-Dry-Puffer getränkte Whatman-Papiere blasenfrei in den 
Blotter gelegt.  
 
Zur Detektion der Proteine müssen diese zunächst mit einem spezifischen 
Primärantikörper markiert werden. Um unspezifische Bindungsstellen zu 
blockieren, wurden die Membranen bei Raumtemperatur für 30 Minuten auf der 
Wippe in Starting Block T20 gelegt. Der Primärantikörper wurde über Nacht bei 
4 °C in 0,5% BSA-haltigem TBST auf die Membranen gegeben. Nach 
dreimaligem, zehnminütigem Waschen mit Waschpuffer wurden die 
Primärantikörper mit einem Peroxidase-gekoppeltem Sekundärantikörper 
markiert. Hierfür wurde der Sekundärantikörper in 0,5% BSA-haltigem TBST für 
1 Stunde bei Raumtemperatur auf den Membranen belassen. Zur Detektion der 
vorliegenden Proteinmenge wurden die Membranen nach Anleitung des 
Herstellers für 1 Minute in LumiGlo gelegt und anschließend in der 
Dunkelkammer entwickelt. 
  
Tabelle 13: Liste der für den Western-Blot verwendeten Antikörper 
Name Hersteller Host Verdünnung 
Anti-Mouse-IgG HRP Cell Signaling Pferd 1:3000 
Anti-Rabbit-IgG HRP Cell Signaling Ziege 1:3000 
b-Actin (3598-100) BioVision Maus 1:1000 












2.2.12 Quantitative PCR 
 
Eine Methode zur Bestimmung der Transkriptionsrate eines bestimmten 
Zielgens ist die quantitative Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion 
(qRT-PCR). Hierzu wird die mRNA des gesuchten Zielgens in einem ersten 
Schritt durch die Reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben (Spiegelman et 
al., 1971). Dabei müssen jeweils die passenden Primer für die gesuchte mRNA 
Sequenz verwendet werden. In einem zweiten Schritt wir die cDNA dann durch 
die PCR vervielfältigt. Zur Quantifizierung wird der Gehalt des Zielgens im 
Verhältnis zu Houskeeping-Genen (Rip1-Tag2: ACTB, HPRT, Eef1a1; 
Rhabdomyosarkom: Aldolase, TBP) bestimmt. Die Messung erfolgt dabei in der 
exponentiellen Phase der PCR durch Einsatz von SYBR Green I zur 
Fluoreszenz-Messung, das unspezifisch in die doppelsträngige DNA eingebaut 
wird. 
 
Für die RNA-Isolation und Aufreinigung wurde das NucleoSpin RNA II-Kit von 
Macherey-Nagel verwendet. Die in 6 Well Platten behandelten Tumorzellen 
wurden nach einmaligem Waschen mit PBS in je 175 µl pro Well aus einem 
Gemisch von RL1 und TCEP (14 µl TCEP pro 350 µl RL1) auf Eis mit Hilfe 
einer Pipettenspitze abgekratzt. Die Aufreinigung der RNA über die NucleoSpin 
Säulen erfolgte nach Anleitung des Herstellers.  
Der RNA-Gehalt wurde photometrisch bestimmt. Hierfür wurde je Probe 5 µl 
des RNA-Eluats mit 70 µl dH2O verdünnt und die Extinktion bei 260 nm sowie 
bei 280 nm gemessen, um die Ratio von A260/A280 zu ermitteln. Je geringer die 
Proteinkontamination ist, desto näher sollte die Ratio bei einem Wert von 2,0 
liegen. 
Die RNA wurde mit Hilfe des iScript cDNA Synthesis Kits in cDNA 
umgeschrieben. Hierfür wurde je Probe 16 µl der RNA mit 4 µl 5x Puffer und 1 
µl iScript für 5 Minuten bei 25 °C und anschließend 30 Minuten bei 42 °C 
gehalten. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 85 °C für 5 Minuten gestoppt. 
 





Zur quantitativen PCR wurde die cDNA 1:5 und die Primer 1:20 verdünnt und 
pro Well je 1 µl cDNA sowie 9 µl des Mastermixes (2 µl H2O, 1 µl Primer sense, 
1 µl Primer antisense, 5 µl KAPA SYBR FAST) verwendet. Anschließend wurde 
die qPCR im LightCycler 480 nach dem in Tabelle 14 aufgeführten Protokoll 
durchgeführt. 
 
Tabelle 14: Protokoll für den PCR-Lauf bei der qRT-PCR 
Temperatur / Dauer 
1. Vor-Inkubation:    95 °C für 5 Minuten 
2. Amplifikation mit 45 Zyklen à: Denaturierung bei 95 °C für 10 Sekunden 
    Annealing bei 60 °C für 10 Sekunden 
    Elongation bei 72° C für 10 Sekunden 
3. Schmelzkurvenbestimmung:  95 °C für 10 Sekunden 
     65 °C für 1 Minuten 
     Erhitzen bis auf 95 °C 
4. Proben kühlen auf 40 ° C 
 
 
Tabelle 15: PCR-Primer für die qRT-PCR. BP = Basenpaare des Produkts 




TTG CCC ATC ATC ATC ACC T (sense) 





GTG GAC CTG GCT GAG GAG (sense) 





CGT GCT CAG TAG AGC AGC TTA G (sense) 





TCC TCC TCA GAC CGC TTT T (sense) 





CTA AGG CCA ACC GTG AAA AG (sense) 





ACA CGT AGA TTC CGG CAA GT (sense) 
AGG AGC CCT TTC CCA TCT C (antisense) 
119 
 








CTG CGA GAA AAT TGA AAT CAT TGC TA (sense) 





GTG TTG TGG GCA TCA AGG TAG A (sense) 




CAC GAA CCA CGG CAC TGA TT (sense) 




2.2.13 Lentiviraler p16INK4a-Knockdown 
 
Eine Methode zum Knockdown eines bestimmten Zielgens stellt die 
Verwendung von short hairpin (sh)RNA dar (Tiscornia et al., 2006, Tiscornia et 
al., 2003, Gupta et al., 2004). Diese lagert sich an die mRNA des Zielgens an, 
sodass diese nicht weiter transkribiert werden kann, was als RNA-Interferenz 
(RNAi) bezeichnet wird (Svoboda et al., 2001). Um die gewünschte shRNA in 
den Zielzellen zu exprimieren, stehen diverse Methoden zur Verfügung. In 
dieser Arbeit wurden zunächst Lentiviren der Firma Santa Cruz als shRNA-
Vektoren verwendet. Diese beinhalteten entweder eine gegen p16INK4a 
gerichtete shRNA (Santa Cruz sc-36144-V) oder eine Kontrolle-shRNA (Santa 
Cruz sc-108080). Zur Selektion transduzierter Zellklone beinhalteten die 
Vektoren ferner eine Puromycin-Resistenz. 
Für die Transduktion wurden die Zellen in 12 Well-Platten ausgesät, sodass sie 
nach 24 Stunden semikonfluent waren. Da die Interaktion der lentiviralen 
Partikel mit der Zellmembran durch Ladungen an der Zelloberfläche erschwert 
ist, wurde das Medium durch ein Medium mit 1 µg/ml Polybren ersetzt. Um die 
Transduktionseffizienz zu überprüfen, wurden parallel Green Fluorescent 
Protein (GFP)-kodierende RNA transduziert (Santa Cruz sc-108084). Je 
Bedingung wurden 3 Wells mit jeweils 50000 IFU (infectious units) infiziert. Da 
Polybren bei zu langem Zellkontakt toxisch ist, wurde das Medium nach 12 
Stunden durch Standardmedium ersetzt. Nach weiteren 48 Stunden wurde mit 
der Selektion stabiler Klone begonnen. Hierfür wurde Standardmedium mit 
Puromycin in einer Konzentration von 2,5 µg/ml verwendet. Das Puromycin-
 





haltige Medium muss nach 3-4 Tagen gewechselt werden. Wenn nur noch 




2.2.14 p16INK4a-Knockdown durch MSCV 
 
Da die lentiviralen Partikel der Firma Santa Cruz für weitere Versuche nicht 
mehr bezogen werden konnten, wurde der p16INK4a Knockdown im Folgenden 
stattdessen mittels Transduktion mit Mouse Stem Cell Virus (MSCV) Partikeln 
durchgeführt, die freundlicherweise von Prof. Lars Zender (Medizinische Klinik) 
zur Verfügung gestellt wurden. Hierzu wurden die Zellen in 6 Well-Platten 
ausgesät. Mit der Transduktion wurde nach Ruhezeit von 72 Stunden 
begonnen. Um das Eindringen der viralen Vektoren zu erleichtern, wurde wie 
bei der lentiviralen Transduktion dem Medium 1 µg/ml Polybren beigemischt. 
Die Zellen wurden über eine Dauer von 12 Stunden mit MSCV Vektoren 
transduziert, die entweder Kontroll-shRNA oder eine gegen p16Ink4a und 
p19ARF (sh-p16/p19) gerichtete shRNA enthielten. Die Selektion auf stabil 
transduzierte Klone erfolgte ebenfalls über eine Behandlung mit Puromycin (1 
µg/ml, Sigma) und wurde 5 Tage nach der Transduktion begonnen. Die Anzahl 
der erfolgreich transduzierten Zellen wurde durch das Auszählen GFP-positiver 
Zellen unter dem Mikroskop bestimmt. Die Sequenzen der verwendeten 
shRNAs sind in Tabelle 16 aufgeführt. 
 

















Für die statistische Auswertung wurde Microsoft Excel verwendet. Wenn nicht 
anderweitig angegeben, wurden die arithmetischen Mittelwerte sowie der 
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) berechnet. Die statistische Analyse 
zweier Gruppen erfolgte mittels des ungepaarten Student’s T-Test. 
Biologische n entsprechen der Anzahl an Mäusen, n in den Abbildungen 
entsprechen – wenn nicht anderweitig angegeben – den technischen 
Wiederholungen der einzelnen Messungen. 
Wenn nicht anderweitig angegeben, wurden p-Werte <0,05 als statistisch 










RIP1-Tag2 Mäuse entwickeln ab der 7. Woche Insulinome der β-Zellen des 
Pankreas, da sie das T-Antigen des SV40 Virus spezifisch in den β-Zellen 
exprimieren (Hanahan, 1985). Hierdurch kommt es im Verlauf zu einer 
übermäßigen Produktion von Insulin, weshalb die Mäuse letztendlich etwa in 
der 15. Lebenswoche an einer Hypoglykämie versterben. Bei der 
Tumorimmuntherapie von RIP1-Tag2 Mäusen mit CD4+ Tag-spezifischen Th1 
Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass es zu einer Verlängerung des 
Überlebens kommt (Braumüller et al., 2013, Müller-Hermelink et al., 2008). 
Dieser Therapieeffekt ging allerdings nicht mit der Entwicklung eines Diabetes 
mellitus und dem völligen Fehlen von Insulin durch Zerstörung aller β-Zellen 
einher. Stattdessen blieben die Blutzuckerwerte zunächst über lange Zeit 
konstant und es kam zu keiner nennenswerten Apoptose oder Nekrose (Wieder 
et al., 2008). Zum einen beruht der Effekt auf einer Hemmung der 
Angiogenese. Darüber hinaus wird aber auch die Proliferation der Tumorzellen 
selbst reduziert (Müller-Hermelink et al., 2008). Die Induktion von Seneszenz, 
einem irreversiblen Wachstumsarrest, stellt einen möglichen Mechanismus zur 
Begrenzung des Tumorzellwachstums dar. In der vorliegenden Arbeit sollte nun 
im Detail untersucht werden, welchen Einfluss der Tumorsuppressor p16INK4a 
bei der Regulation des Tumorzellwachstums unter der Behandlung mit Th1 
Zellen bzw. mit den Th1 Zytokinen IFN und TNF hat. Eine vermehrte 
Expression von p16INK4a kann über den Rb/E2F-Signalweg zur 
Seneszenzinduktion führen (McConnell et al., 1999, Lukas et al., 1995). Ferner 
konnte bereits in früheren Arbeiten gezeigt werden, dass der Rb/E2F-
Signalweg im Gegensatz zum p53/p21 Seneszenzweg im RIP1-Tag2 










3.1 Behandlung der RIP1-Tag2 Mäuse mit Tag-Th1 in 
vivo 
 
3.1.1 Beeinflussung der Tumorzellproliferation 
 
Um den Effekt der Behandlung mit Tag-Th1 Zellen auf die Proliferation der β-
Tumorzellen zu untersuchen, wurden RIP1-Tag2 Mäuse ab der 6. Woche 
entweder mit isotonischer Kochsalzlösung als Kontrolle oder mit wöchentlich 10 
Millionen Tag-Th1 Zellen intraperitoneal behandelt. Vor und nach der 
sechswöchigen Behandlung wurden die Mäuse mit 2 Gy bestrahlt. 
Anschließend wurden Paraffinschnitte der Pankreata der 12 Wochen alten 
Kontroll- und Tag-Th1-behandelten Mäuse immunhistochemisch auf den 
Proliferationsmarker Ki67 gefärbt. Unter der Tag-Th1 Behandlung kam es 
hierbei zu einer deutlichen Abnahme der Ki67-positiven, proliferierenden Zellen 
innerhalb der Tumore (Abbildung 2A).  
 
 
Abbildung 2: Proliferationsanalyse der Tumoren und b-Tumorzellen 
A) IHC-Färbung auf den Proliferationsmarker Ki67 in Paraffinschnitten von Tumoren aus 
kontroll- oder Tag-Th1 behandelten RIP1-Tag2-Mäusen in vivo. Maßbalken = 50 µm. 















































B) 3H-Thymidin Proliferationsanalyse von b-Tumorzellen aus kontroll- oder Tag-Th1 
behandelten ex vivo. Werte sind gegeben als Counts (dpm). Mittelwert ± SEM; n=6. 
C) BrdU Proliferationsanalyse von b-Tumorzellen nach Behandlung mit den Th1 Zytokinen 
IFN 100 ng/ml und TNF 10 ng/ml in vitro über 72 h. Mittelwert ± SD; n=6. *p<0,05. 
 
 
Im Anschluss wurde die Proliferationsrate der β-Tumorzellen ex vivo mittels 
eines 3-H-Thymidin-Assays bestimmt. Dabei war diese in β-Tumorzellen aus 
Tag-Th1 behandelten RIP1-Tag2 Mäusen im Vergleich zu kontroll-behandelten 
Tieren deutlich vermindert (Abbildung 2B). Wurden β-Tumorzellen aus 
unbehandelten RIP1-Tag2 Mäusen isoliert und in vitro mit den Th1 Zytokinen 
IFN und TNF behandelt, zeigten die Zellen ebenfalls ein stark reduziertes 
Proliferationsverhalten (Abbildung 2C). 
 
 
3.1.2 Induktion des Zellzyklusinhibitors p16INK4a in vivo 
 
Für die Seneszenzinduktion ist eine Arretierung des Zellzyklus in der G1/G0-
Phase notwendig. Ein wichtiger Bestandteil des Rb-Signalwegs ist der 
Zellzyklusinhibitor p16INK4a, der die Aktivität der Cyclin-abhängigen Kinase 
(CDK4) und damit die Phosphorylierung von Rb reduziert (Pavletich, 1999). 
Um den Einfluss der Tag-Th1 Zellen in vivo auf die Regulation von p16INK4a 
zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenzfärbungen auf den Seneszenz-
marker p16INK4a und den Proliferationsmarker Ki67 von Pankreata aus 12 
















Abbildung 3: Induktion des Zellzyklusinhibitor p16INK4a in vivo 
A) Immunfluoreszenzfärbung von Tumoren aus Kontroll- und Tag-Th1 behandelten RIP1-Tag2 
Mäusen in vivo auf p16INK4a (rot) und Ki67 (blau), Kerne (YOPRO, grün). Maßbalken = 50 
µm. Färbung durch B. Fehrenbacher durchgeführt. 
B) Statistische Auswertung. Werte sind gegeben in % der Gesamtpopulation. Mittelwert ± 
SEM; n=5. *, signifikant verschieden von der Kontrolle mit p<0,05. 
 
 
Unter der Behandlung mit Tag-Th1 Zellen in vivo zeigte sich eine signifikante 
Zunahme der Expression von p16INK4a im Vergleich zur Kontrolle. Diese ging 
wie bereits immunhistochemisch gezeigt mit einer Abnahme der Expression des 
Proliferationsmarkers Ki67 einher (Abbildung 3A, B). 
 
 
3.2 Untersuchung der Zytokinwirkung auf b-
Tumorzellen in vitro 
 
3.2.1 Charakterisierung der b-Tumorzellen 
 
Um den direkten Einfluss der Behandlung mit den Th1 Zytokinen IFN und TNF 
isoliert zu betrachten und im Detail zu untersuchen, wurden β-Tumorzellen aus 





























jedoch gemeinsam mit den β-Zellen auch noch weitere Zellen wie 
beispielsweise die Fibroblasten des Tumorstromas mit isoliert. 
Da es sich bei β-Zellen um Zellen neuroendokrinen Ursprungs handelt, können 
sie durch eine Färbungen auf Synaptophysin als Marker neuroendokriner Zellen 
dargestellt werden (Wiedenmann et al., 1986). Hierzu wurden die β-
Tumorzellen nach der dritten Passage auf Synaptophysin gefärbt und die 
Anzahl der Synaptophysin-positiven Zellen bestimmt. 
 
 
Abbildung 4: Charakterisierung der b-Tumorzellen 
Exemplarische Immunfluoreszenzfärbung von β-Tumorzellen auf Synaptophysin (grün), Kerne 




Die Anzahl der Synaptophysin-positiven Zellen war variabel zwischen den 
jeweiligen Präparationen aus unterschiedlichen Mäusen und teilweise auch 
innerhalb der jeweiligen Versuchsbedingungen (Daten nicht gezeigt). Häufig 
gruppierten sich die Tumorzellen auch in vitro in einem inselförmigen Verband. 
Zudem ließen sich die β-Zellen auch anhand der Größe des Zellkerns von 
Fibroblasten unterscheiden. Es wurden für weitere Experimente nur b-














3.2.2 Induktion des Seneszenzmarkers SA-b-Galaktosidase 
 
Bei der Behandlung mit Tag-Th1 Zellen in vivo stand die Apoptose der 
Tumorzellen als antitumoraler Mechanismus nicht im Vordergrund. Stattdessen 
konnte eine vermehrte Expression des Zellzyklusinhibitors p16INK4a unter Tag-
Th1 Behandlung beobachtet werden. Ein Marker für seneszente Zellen ist die 
Seneszenz-assoziierte b-Galaktosidase (SA-b-Gal). Um festzustellen, ob es 
unter dem Zytokineinfluss parallel zur Induktion von p16INK4a auch zu einer 
Zunahme an seneszenten, SA-b-Gal positiven Zellen kommt, wurden β-
Tumorzellen in vitro mit den Th1 Zytokinen IFN und TNF behandelt. 
Anschließend wurde die Aktivität der SA-β-Gal bestimmt. 
Unter der Behandlung mit IFN oder TNF zeigte sich eine deutlich verstärkte 
Expression von SA-β-Gal in den β-Tumorzellen. Insbesondere bei einer 
gemeinsamen Behandlung mit beiden Th1 Zytokinen zeigte sich ein deutlicher 
Effekt auf die SA-b-Gal Expression (Abbildung 5A, B). 
 
 
Abbildung 5: Induktion des Seneszenzmarkers SA-b-Gal 
A) Mikroskop-Aufnahmen von b-Tumorzellen nach Zytokinbehandlung in vitro und Färbung auf 
den Seneszenzmarker SA-b-Gal. IFN 100 ng/ml, TNF 10 ng/ml, IFN 10 ng/ml + TNF 10 
ng/ml, Inkubation über 72h. Maßbalken = 50 µm. 
B) Statistische Auswertung SA-b-Gal positiver Zellen in % der Gesamtzellzahl. Mittelwert ± 





































3.2.3 Regulation von p16INK4a in vitro unter Zytokin-
behandlung 
 
3.2.3.1 Ermittlung der p16INK4a RNA-Expression mittels qPCR 
  
Um den in vivo beobachteten Effekt der Tag-Th1 Zellen auf p16INK4a genauer 
zu untersuchen, wurden isolierte b-Tumorzellen in vitro über 4 Stunden mit IFN 
behandelt. Anschließend wurde mittels quantitativer PCR auf eine 
möglicherweise veränderte Transkriptionsrate von p16INK4a hin untersucht. 
 
 
Abbildung 6: RNA-Expression von p16INK4a 
Untersuchung der RNA-Expression von p16INK4a durch qPCR-Analyse nach  




Hierbei zeigte sich, dass es durch die Behandlung mit IFN keine wesentliche 
Regulation der mRNA-Expression von p16INK4a (CKDN2a) gibt. Als 
Positivkontrolle wurde Schlafen1 (Slfn1) als ein durch INF induzierbares Gen 
verwendet (Mavrommatis et al., 2013). Im Gegensatz zu p16INK4a wurde die 
Transkription von Schlafen1 durch die IFN Behandlung deutlich verstärkt 





























3.2.3.2 Einfluss der Zytokine auf die Proteinexpression von p16INK4a 
 
Obwohl in vitro kein Unterschied bei der Transkription von p16INK4a festgestellt 
werden konnte, war in vivo dennoch eine vermehrte Proteinexpression unter 
der Tag-Th1 Behandlung sichtbar. Eine mögliche Ursache hierfür könnte 
beispielsweise sein, dass die Änderung der Transkriptionsrate einer anderen 
Zeitkinetik unterliegt. Möglicherweise könnte es auch zu einer Stabilisierung 
bzw. einem verminderten Abbau von p16INK4a kommen. 
Um zu testen ob der in vivo beobachtete Effekt auch unter der 
Zytokinbehandlung in vitro sichtbar ist, wurden β-Tumorzellen über 48 Stunden 
mit IFN behandelt. Im Anschluss wurde eine Immunfluoreszenzfärbung auf 
p16INK4a angefertigt. 
Auch in vitro konnte unter einer Behandlung mit IFN eine verstärkte Expression 
von p16INK4a in den β-Tumorzellen im Vergleich zu kontrollbehandelten 
Tumorzellen beobachtet werden (Abbildung 7A, B). 
 
 
Abbildung 7: Immunfluoreszenzfärbung auf p16INK4a 
A) Immunfluoreszenzfärbung auf p16INK4a in vitro nach 48 h Behandlung. p16INK4a (grün), 
Kerne (DAPI, blau). Maßbalken = 50 µm. 
B) Statistische Auswertung. Anzahl der p16INK4a positiven Zellen in % der Gesamtzellzahl. 
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Da die Änderung der Proteinexpression per Immunfluoreszenz nicht 
ausreichend genau dargestellt werden kann, wurde anschließend die 
Expression von p16INK4a nach Behandlung im Western Blot bestimmt. 
 
Um p16INK4a im Western Blot nachweisen zu können, wurde zunächst ein 
Test des Antikörpers durchgeführt. Hierfür wurde ein Blot von bereits 
vorhandenen, mit IFN behandelten β-Tumorzellen als Probe sowie einem 3T3-
Zelllysat als Positivkontrolle verwendet. Anschließend wurden β-Tumorzellen 
über einen Zeitraum von 0 bis 6 Tagen mit IFN behandelt. Im Western Blot 
zeigte sich hierbei eine zeitabhängige Zunahme der p16INK4a-Expression 
sowohl in den IFN behandelten als auch in den kontrollbehandelten 
Tumorzellen. Da kontrollbehandelte Tumorzellen in vitro im Vergleich zu 
Zytokin-behandelten Tumorzellen deutlich schneller einen konfluenten Zustand 
erreichten, wird durch Kontaktinhibition das weitere Zellwachstum unterbunden. 
Hierdurch kommt es ebenfalls zu einer Zunahme der p16INK4a-Expression. Bei 
alleiniger Behandlung mit IFN ist deshalb kein Effekt der Behandlung auf die 
Expression von p16INK4a zu sehen (Abbildung 8B). Bei der kombinierten 
Behandlung mit IFN und TNF zeigten die kontrollbehandelten Tumorzellen zwar 
ebenfalls eine zeitabhängige Zunahme der p16INK4a-Expression, unter der 
Zytokinbehandlung kam es jedoch bereits nach 48 Stunden zu einer deutlichen 
Zunahme der p16INK4a-Expression (Abbildung 8C). 
Diese Ergebnisse zeigen, dass es durch die Behandlung mit den Th1 Zytokinen 
IFN und TNF in vitro zu einer Zunahme der Expression des Zellzyklusinhibitors 
p16INK4a kommt. Dies geht einher mit einer Zunahme an Zellen, die positiv 








Abbildung 8: Proteinexpression von p16INK4a im Western Blot 
A) p16INK4a-Antikörpertest von b-Tumorzellen nach Behandlung in vitro und 3T3-Zellen als 
Kontrolle. 
B) Detektion von p16INK4a im Western Blot in der Mediumkontrolle (MC) und nach 
Behandlung mit IFN über 2, 4 und 6 Tage. 
C) Western Blot auf p16INK4a von kontrollbehandelten b-Tumorzellen und nach kombinierter 




3.3 Funktionelle Rolle von p16INK4a bei der Tumor-
zellproliferation 
 
3.3.1 p16INK4a-Knockdown durch lentivirale Transfektion 
  
Um die funktionelle Rolle von p16INK4a und dessen Wirkung auf die 
zytokininduzierte Wachstumshemmung der β-Tumorzellen zu untersuchen, 
wurden β-Tumorzellen in vitro mit lentiviralen Partikeln transfiziert, die entweder 
gegen p16INK4a gerichtete shRNA oder Kontroll-shRNA enthielten. Um die 
Anzahl der transfizierten Zellen, in denen es zu einem shRNA-vermittelten 
Knockdown von p16INK4a kam, abschätzen zu können, wurden weitere β-
Tumorzellen mit Green Fluorescent Protein(GFP)-codierender shRNA 
transfiziert. Anschließend wurde die Expression von p16INK4a in sh-p16INK4a- 
und sh-Kontroll-transfizierten β-Tumorzellen mittels Immunfluoreszenzfärbung 
und Western Blot bestimmt. Hierbei zeigte sich in der Immunfluoreszenzfärbung 
in einer Versuchsgruppe ein nahezu vollständiger Rückgang der p16INK4a-
Expression (Abbildung 9A, B). Im sensitiveren Western Blot war die p16INK4a-
d 
b-Actin 























Expression in den sh-p16INK4a transfizierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle 
deutlich reduziert (Abbildung 9C). Das Proliferationsverhalten der sh-p16INK4a 
transfizierten β-Tumorzellen war im Anschluss an die Transfektion im Vergleich 
zur kontrolltransfizierten Zellen deutlich verändert. Die sh-p16INK4a 
transfizierten Zellen zeigten im Vergleich zur Kontrolle ein stark beschleunigtes 
Wachstumsverhalten (Abbildung 9D), was auf eine Zellzyklus-hemmende 




Abbildung 9: p16INK4a Knockdown mittels lentiviraler Transfektion 
A) Immunfluoreszenzfärbung von b-Tumorzellen nach lentiviralem Knockdown von p16INK4a 


















































(sh-Ko) in vitro. Die Selektion stabiler Klone erfolgte durch Behandlung mit Puromycin. 
Maßbalken = 50 µm. 
B) Statistische Auswertung der p16INK4a Expression in der Immunfluoreszenzfärbung. 
Synaptophysin (Syn), p16INK4a (p16). Werte sind gegeben in % der Gesamtpopulation. 
Mittelwert ± SEM, n=3-4. 
C) Detektion von p16INK4a im Western Blot der Kontroll-transfizierten und p16INK4a-
Knockdown Zellen. 
D) Wachstumskurve der Kontroll-transfizierten und p16INK4a-Knockdown Zellen. Bestimmung 
der absoluten Zellzahl durch Extrapolation. Mittelwert aus zwei Bestimmungen. 
 
 
3.3.2 p16INK4a-Knockdown durch Transfektion mit MSCV-
Partikeln 
 
Da aufgrund eines Einfuhrverbots der lentiviralen Partikel keine weiteren 
Untersuchungen mit dem System der Firma Santa Cruz Biotechnology 
durchgeführt werden konnten, wurde für den weiteren Knockdown von 
p16INK4a ein Modell mit sh-p16INK4a in mouse stem cell virus Partikeln 
(MSCV) gewählt. Die Transfektion und Selektion stabiler Klone erfolgte wie bei 
der Transfektion mit den zuerst verwendeten lentiviralen Partikeln. sh-
p16INK4a- und Kontroll-transfizierte Zellen exprimierten gleichzeitig GFP. Die 
Transfektionseffizienz betrug 93% für die sh-p16INK4a-transfizierten bzw. 97% 
für die Kontroll-transfizierten Zellen (Abbildung 10A). Um den Erfolg des 
Knockdowns zu verifizieren, wurde die Expression von p16INK4a-mRNA mittels 
qPCR bestimmt. Durch den Knockdown kam es dabei zu einer deutlichen 
Abnahme der RNA-Expression um ca. 75%. Die kombinierte 
Zytokinbehandlung mit IFN und TNF hatte keinen Einfluss auf die RNA-
Expression von p16INK4a (Abbildung 10B). 
Die transfizierten und selektierten β-Tumorzellen wurden dann nach dem in 
Abbildung 10C dargestellten Schema behandelt und erneut das 
Proliferationsverhalten der jeweiligen Gruppe im Anschluss an die Behandlung 
analysiert. Bei den Kontroll-transfizierten Zellen blieb dabei die Zellzahl im 
Anschluss an die Zytokinbehandlung nahezu konstant, ohne dass es zu einer 
erneuten Proliferation der Tumorzellen kam (Abbildung 10D). Im Vergleich dazu 
hatte die Zytokinbehandlung in Zellen mit verminderter p16INK4a Expression 
keinen Effekt und die Proliferation der sh-p16INK4a transfizierten Zellen konnte 








Abbildung 10: Transfektion mit MSCV  
A) Expression von GFP in Kontroll-transfizierten und p16INK4a/p19ARF-Knockdownzellen. 
B) RNA-Expression in Kontroll-transfizierten b-Tumorzellen und p16INK4a/ 
p19ARF-Knockdownzellen ± Zytokinbehandlung. Mittelwert aus zwei Bestimmungen. Das 
Experiment wurde mit ähnlichem Ergebnis wiederholt. 
C) Behandlungsschema nach Transfektion und Selektion stabiler Klone. 
D) Wachstumskurve der Kontroll-transfizierten b-Tumorzellen mit und ohne 
Zytokinbehandlung. 
E) Wachstumskurve der p16INK4a/p19ARF-Knockdownzellen mit und ohne 




3.4 Bedeutung des p16INK4a-Rb-E2F-Signalwegs in 
humanen Rhabdomyosarkom-Zellen 
 
3.4.1 Wirkung der Th1 Zytokine auf die Seneszenzinduktion 
und Proliferation 
 
Um zu untersuchen, ob sich eine zytokininduzierte Seneszenzinduktion und 
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nachweisen lässt, wurden Tumorzellen der humanen Rhabdomyosarkom-
zelllinie A204 in vitro mit den Zytokinen IFN und TNF behandelt. Im Anschluss 
an die Behandlung wurde die SA-β-Gal-Aktivität in den Tumorzellen gemessen. 
Zudem wurde die Änderung des Proliferationsverhaltens unter der 
Zytokinbehandlung mittels eines BrdU-Assays analysiert.    
 
 
Abbildung 11: Seneszenz und Proliferation in Rhabdomyosarkom-Zellen 
A) SA-β-Gal-positive Zellen in der humanen Rhabdomyosarkom-Zelllinie A204 nach 
Behandlung mit 100 ng/ml IFN in vitro über 8 Tage. MC=Mediumkontrolle. MW ± SEM, n=6-
8. 
B) BrdU-Proliferationsanalyse nach 72 h Zytokinbehandlung (100 ng/ml IFN; 10 ng/ml TNF) in 
vitro. MW ± SEM, n=6. 
 
 
Wurden Rhabdomyosarkomzellen mit den Th1 Zytokinen IFN und TNF 
behandelt, zeigten sie ein ähnliches Verhalten wie β-Tumorzellen. Unter einer 
Behandlung mit IFN alleine kam es bereits zu einer signifikanten Zunahme der 
SA-β-Gal positiven, seneszenten Zellen (Abbildung 11A). Auch die 
Doppelbehandlung mit IFN und TNF erhöhte die SA-b-Gal Aktivität in ähnlicher 
Weise (Daten nicht gezeigt). Dies ging einher mit einer deutlichen Abnahme der 
Tumorzellproliferation (Abbildung 11B). Unter einer Einzelbehandlung mit TNF 
oder bei einer kombinierten Behandlung mit beiden Zytokinen war die 
Proliferation noch stärker reduziert, allerdings kam es durch TNF auch zu einem 
vermehrten Zelltod (Trypanblau-Färbung, Daten nicht gezeigt). 
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3.4.2 RNA-Expression von p16INK4a in Rhabdomyosarkom-
Zellen 
 
In β-Tumorzellen ließ sich keine wesentliche Änderung der Transkriptionsrate 
von p16INK4a nachweisen. Um eine mögliche Regulation der Transkription von 
p16INK4a in Rhabdomyosarkomzellen zu untersuchen, wurde eine quantitative 
PCR im Anschluss an die Behandlung mit IFN durchgeführt.  
 
 
Abbildung 12: p16INK4a RNA-Expression in Rhabdomyosarkom-Zellen 
RNA-Expressionsanalyse von p16INK4a in der Rhabdomyosarkom-Zelllinie A204 mittels qPCR 
nach 4h Behandlung in vitro. CXCL9 als Kontrolle. Mittelwert aus zwei Bestimmungen. 
 
 
Bei Rhabdomyosarkomzellen konnte unter IFN Behandlung ebenfalls keine 
Änderung der relativen Expression von p16INK4a analog zum RIP1-Tag2 
Modell nachgewiesen werden, während die Expression von CXCL9 als IFN-
induzierbarem Gen deutlich verstärkt war (Abbildung 12). 
 
Bei β-Tumorzellen kam es unter der Zytokinbehandlung sowohl in vivo als auch 
in vitro zu einer vermehrten Protein-Expression von p16INK4a bei ebenfalls 





























Rhabdomyosarkomzellen ähnlich auf die Behandlung reagieren und ob es auch 
hier zu einer Änderung der Expression von p16INK4a kommt, wurden die 
Rhabdomyosarkomzellen mit IFN behandelt und anschließend die p16INK4a 
Expression mittels Immunfluoreszenzfärbung und Western Blot bestimmt. 
 
 
Abbildung 13: Proteinexpression von p16INK4a in Rhabdomyosarkom-Zellen 
A) Immunfluoreszenzfärbung auf p16INK4a und Ki67 (jeweils grün) nach 48 h Behandlung der 
Rhabdomyosarkom-Zelllinie A204 in vitro, Kerne (DAPI, blau). 
B) Statistische Auswertung der Immunfluoreszenzfärbung. Werte sind angegeben in % der 
Gesamtzellpopulation (MW ± SEM, n=4). 
C) Detektion von p16INK4a im Western Blot nach Behandlung der Rhabdomyosarkom-Zelllinie 
A204 in vitro. 
 
 
Nach 48 Stunden Behandlung mit IFN zeigte sich dabei eine Zunahme der 
p16INK4a positiven Zellen in der Immunfluoreszenzfärbung (Abbildung 13A, B). 
Diese Zunahme der Expression von p16INK4a in IFN behandelten 
Rhabdomyosarkomzellen konnte im Western Blot nach einer 
Behandlungsdauer von 48 bzw. 96 Stunden im Vergleich zur Mediumkontrolle 





































Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass es durch die Th1 Zytokine 
IFN und TNF im murinen RIP1-Tag2 Mausmodell zu einer Induktion des 
Zellzyklusinhibitors p16INK4a auf Proteinebene kommt. Durch die verstärkte 
Expression des Zellzyklusinhibitors p16INK4a wird die Proliferation der 
Tumorzellen vermutlich über den Rb/E2F-Signalweg gehemmt. Dies ging einher 
mit einer Zunahme an SA-β-Gal positiven, seneszenten Tumorzellen. Wurde 
die Funktion von p16INK4a durch einen Knockdown gestört, konnte durch die 
Th1 Zytokine kein permanenter Wachstumsstopp mehr erzielt werden. Dieser 
Mechanismus scheint nicht nur auf die murinen β-Tumorzellen beschränkt zu 
sein, sondern konnte in ähnlicher Weise auch in Zellen der humanen 









4.1 Proliferationshemmung durch Th1 Zellen und 
deren Zytokine 
 
Ziel dieser Arbeit war es, die funktionelle Rolle des zu der INK4A Familie 
gehörenden Zellzyklusregulators p16INK4a (CDKN2A, INK4a) bei der 
Tumortherapie mit Th1 Zellen bzw. den Th1 Zytokinen Interferon-g (IFN) und 
Tumornekrosefaktor-a (TNF) und seinen Einfluss auf die Zellzyklusregulation in 
Tumorzellen zu untersuchen.  
Für beide Th1 Zytokine wurde in der Vergangenheit eine antitumorale Wirkung 
beschrieben. Bereits 1975 wurde über eine durch TNF induzierte Nekrose in 
Sarkomzellen berichtet (Carswell et al., 1975). Dieser Effekt von TNF wird 
beispielsweise therapeutisch bei der isolierten Extremitätenperfusion genutzt 
(Eggermont et al., 2003). Auch bei weiteren Tumorentitäten wie dem 
Ovarialkarzinom konnte TNF eine antitumorale Wirkung zeigen (Creasey et al., 
1986).  
Eine Behandlung mit IFN kann das Zellwachstum verschiedener Zellarten 
hemmen, auch von soliden und hämatologischen Tumoren (Aune and Pogue, 
1989, Denz et al., 1985, Kominsky et al., 1998, Ruemmele et al., 1998, van 
Valen et al., 1993, Palumbo et al., 1994). So kann durch IFN in Epithelzellen 
von Brustdrüsengewebe ein irreversibler Zellzyklus-Arrest in der G1 Phase des 
Zellzyklus induziert werden, der mit einer verminderten Rb Phosphorylierung 
einhergeht (Harvat and Jetten, 1996). Ebenso besitzt IFN beim Melanom einen 
antiproliferativen Effekt auf die Tumorzellen durch eine verringerte Expression 
von Cyclin A und Cyclin E (Kortylewski et al., 2004, Garbe and Krasagakis, 
1993). Daneben wurde bei weiteren Tumorentitäten wie dem Myelom oder 
Osteosarkom und auch bei Keratinozyten unter IFN eine verminderte 
Proliferation beobachtet (Jia and Kleinerman, 1991, Delvenne et al., 1995, 
Palumbo et al., 1994). Bei einem Defekt im IFN-Signalweg kann es stattdessen 







gleichzeitigem p53 Defekt kommen (Kaplan et al., 1998). Tumorzellen, die nicht 
mehr sensitiv gegenüber IFN sind, weisen im Vergleich zu IFN-sensiblen 
Tumorzellen ein stärkeres Wachstum auf (Ikeda et al., 2002). Die durch IFN 
verursachte Proliferationshemmung ist abhängig von STAT1, einem wichtigen 
Signalmolekül im Interferon-Signalweg, das bei Bindung von IFN durch die 
Janus-Kinasen (Jak)1 und Jak2 phosphoryliert wird (Bromberg et al., 1996). 
Bei einer Kombination von IFN und TNF wurde über einen verstärkten Effekt 
der Wachstumsblockade berichtet (Fransen et al., 1986), ohne dass es zur 
Induktion von Apoptose kam (Ruemmele et al., 1998). In mehreren murinen 
Xenograft Tumormodellen konnte eine Kombinationstherapie von IFN und TNF 
das Tumorwachstum hemmen (Brouckaert et al., 1986, Balkwill et al., 1987, Jia 
and Kleinerman, 1991, Balkwill et al., 1986). Auch für Th1-Zellen selbst wurde 
wiederholt eine antitumorale Wirkung beschrieben (Bookman et al., 1987, 
Matsuzaki et al., 2015, Nishimura et al., 1999, Xie et al., 2010, Quezada et al., 
2010). In der Literatur wurde T-Helferzellen in der Vergangenheit jedoch oft nur 
eine unterstützende Rolle zur Verstärkung der Effektorfunktion von CD8+ 
zytotoxischen T-Zellen zugeschrieben (Pardoll and Topalian, 1998). Dies liegt 
vor allem daran, dass CD4+ T-Helferzellen im Gegensatz zu CD8+ 
zytotoxischen T-Zellen Antigene nur bei einer Präsentation über MHC Klasse II 
erkennen, das in soliden Tumoren selten exprimiert wird (Hadrup et al., 2013). 
Es gibt jedoch auch solide Tumoren wie das Melanom, bei dem konstitutiv MHC 
Klasse II exprimiert wird (Mendez et al., 2009). Außerdem kann es im Melanom 
oder auch in anderen Tumoren wie dem Mamma-Karzinom durch IFN zu einer 
Induktion von MHC Klasse II kommen. In diesen Tumoren konnten wiederum 
infiltrierende CD4+ T-Zellen gefunden werden, die Tumorantigene über MHC 
Klasse II erkennen (Robbins et al., 2002, Dadmarz et al., 1995). Auch in b-
Zellen des Pankreas kann MHC Klasse II unter dem Einfluss von IFN exprimiert 
werden (Zhao et al., 2015). Im RIP1-Tag2 Modell konnte jedoch weder unter 







vitro eine MHC Klasse II Expression der b-Tumorzellen beobachtet werden 
(Braumüller et al., 2013). 
 
In dieser Arbeit wurden zunächst RIP1-Tag2 Mäuse in vivo mit Tag-
spezifischen Th1 Zellen behandelt. Entsprechend den oben beschrieben 
Effekten von Th1 Zellen und deren Zytokinen IFN und TNF kam es auch im 
RIP1-Tag2 Mausmodell durch die Behandlung mit Tag-Th1-Zellen zu einer 
verringerten Anzahl an Ki67-positiven, proliferierenden Tumorzellen. Dieser 
Effekt konnte in einer 3H-Thymidin Proliferationsanalyse von Tumorzellen ex 
vivo bestätigt werden, in der die Tumorzellen ebenfalls ein vermindertes 
Wachstum aufwiesen (Abbildung 2A, B). Im weiteren Verlauf wurden 
Tumorzellen aus RIP1-Tag2 Mäusen isoliert und in vitro mit IFN und TNF 
behandelt. Auch diese zeigten unter einer Zytokin-Behandlung mit IFN und TNF 
ein vermindertes Proliferationsverhalten (Abbildung 2C). 
Es ist jedoch zu beachten, dass für beide Th1 Zytokine auch protumorale 
Effekte beschrieben worden sind. So wird durch IFN der Programmed Death 
Ligand (PD-L)1 vermehrt auf Tumorzellen exprimiert, wodurch die 
Immunantwort gegenüber Tumoren gehemmt wird. In einem murinen 
Ovarialkarzinommodell kann es durch die Depletion des IFN Rezeptors zu einer 
vermehrten Infiltration von CD8+ T-Zellen kommen, was mit einem längeren 
Überleben einhergeht (Abiko et al., 2015). Ebenso ist die Prognose einiger 
Tumoren, beispielsweise die von Lymphomen, bei erhöhten TNF-Spiegeln 
schlechter (Warzocha et al., 1997). Bereits durch die alleinige Exposition mit 
TNF über einen Zeitraum von 2 Wochen kann es in Nacktmäusen zur 
Tumorentstehung kommen (Balkwill and Mantovani, 2001). Ob IFN und TNF 
einen wachstumsfördernden Effekt auf einen Tumor ausüben, ist vermutlich von 
vielen verschiedenen Faktoren wie etwa der Dauer und dem Zeitpunkt der 
Exposition, der Konzentration der Zytokine oder der Tumorentität abhängig. Ein 







funktionellen IFN-Signalweg wurde kürzlich für die CTLA4-Behandlung 
nachgewiesen (Gao et al., 2016). 
 
 
4.2 p16INK4a und Seneszenzinduktion durch die 
Zytokinbehandlung 
 
Das Wachstum und die Differenzierung einer Zelle wird durch extrazelluläre 
Signale gesteuert. In der G1 Phase des Zellzyklus kann es entweder zu einem 
Fortschreiten des Zellzyklus in die S-Phase oder zum Übergang in die 
Quieszenz (G0)-Phase kommen (Sherr, 1996). Ein wichtiges Merkmal von 
Tumorzellen ist es, dass sie unabhängig vom Einfluss externer Signale 
proliferieren können (Sherr, 1996). Überschreitet der Zellzyklus einen 
Restriktionspunkt in der späten G1-Phase, kommt es zum automatischen 
Ablauf der Zellzyklusmaschinerie (Pardee, 1989, Sherr, 1994). Die Regulation 
der Zellzyklusprogression und der Überschreitung des Restriktionspunktes 
erfolgt wesentlich unter dem Einfluss der Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK) 
und der Cycline A, D und E (Sherr, 1996). Durch den Komplex aus Cyclin D und 
seiner Bindungspartner CDK4 und CDK6 wird Rb phosphoryliert (Kato et al., 
1993, Dowdy et al., 1993). Phosphoryliertes Rb kann die E2F 
Transkriptionsfaktoren nicht mehr binden und die Expression von E2F 
Zielgenen führt zur Zellzyklusprogression (Sherr, 1994, Chellappan et al., 1991, 
Ewen et al., 1993). 
Ein Inhibitor dieses Signalwegs ist der Tumorsuppressor p16INK4a. Durch 
Bindung an CDK4 hemmt p16INK4a die katalytische Aktivität des CDK4/Cyclin 
D Komplexes (Serrano et al., 1993). In Tumoren lassen sich häufig Defekte 
finden, durch die die Funktion von p16INK4a beeinträchtigt wird. Bei vielen 
Tumoren wie dem Melanom, Gliomen oder der akuten Leukämie kommt es zur 
Deletion oder Mutationen von p16INK4a (Nobori et al., 1994, Kamb et al., 1994, 







vielen Tumoren durch epigenetische Modifikationen wie der Hypermethylierung 
des Promotors beeinflusst (Esteller et al., 2001, Herman et al., 1995, Liew et al., 
1999, Schutte et al., 1997, Toyota et al., 1999).  Ein Verlust von p16INK4a führt 
zur spontanen Tumorentstehung in Mäusen und zu einer erhöhten Sensitivität 
gegenüber Karzinogenen (Serrano et al., 1996). Neben p16INK4a kann es 
auch durch Mutationen von CDK4 zu einer Störung der p16INK4a Funktion 
kommen, wenn p16INK4a dadurch CDK4 nicht mehr binden kann (Wolfel et al., 
1995). Wurden RIP1-Tag2-Mäuse in vivo mit Tag-Th1 behandelt, kam es zu 
einem deutlichen Anstieg der p16INK4a-positiven Zellen (Abb. 3). Auch bei der 
Behandlung von Tumorzellen in vitro mit den Th1 Zytokinen IFN und TNF 
konnte eine vermehrte Expression von p16INK4a beobachtet werden 
(Abbildung 7, Abbildung 8). Dabei scheint die Induktion von p16INK4a 
insbesondere unter dem gemeinsamen Einfluss von IFN und TNF am stärksten 
zu sein (Abbildung 8). Es konnte jedoch im Gegensatz zur Positivkontrolle 
Schlafen-1 keine vermehrte Transkription von p16INK4a gezeigt werden 
(Abbildung 6). Zu beachten ist außerdem, dass es auch bei der 
Mediumkontrolle zu einer Zunahme der Expression von p16INK4a kam 
(Abbildung 8). Ein ähnliches Verhalten wurde bereits in embryonalen 
Mausfibroblasten beobachtet, bei denen es alleine durch die Kultivierung zu 
einer vermehrten p16INK4a Expression kam (Zindy et al., 1997). Der Anstieg 
der p16INK4a Proteinexpression bei gleichzeitiger verminderter 
Tumorzellproliferation unter der Tag-Th1- oder Zytokinbehandlung mit IFN und 
TNF legt den Schluss nahe, dass die beobachtete antitumorale Wirkung unter 
anderem über eine Proliferationshemmung durch den Tumorsuppressor 
p16INK4a vermittelt wird. 
 
Eine vermehrte Expression von p16INK4a ist ein wichtiges Merkmal 
seneszenter Zellen (Perez-Mancera et al., 2014, Alcorta et al., 1996). Die 
zelluläre Seneszenz bezeichnet einen permanenten Zellzyklusarrest, der 
erstmals 1961 von Hayflick und Moorhead beschrieben wurde (Hayflick and 







arrest, und der Apoptose, stellt die Seneszenz einen möglichen anti-
proliferativen, antitumoralen Regulationsmechanismus dar. Beispielhaft hierfür 
ist etwa die Seneszenzinduktion durch onkogenes Ras (Serrano et al., 1997). In 
Kultur weisen seneszente Zellen typische Veränderungen wie ein vergrößertes 
Zellvolumen und die Unfähigkeit zur DNA-Synthese auf (Dimri, 2005, Gil and 
Peters, 2006). Daneben lässt sich in seneszenten Zellen häufig die Seneszenz-
assoziierte b-Galaktosidase (SA-b-Gal) als Marker nachweisen (Dimri et al., 
1995). In vivo konnte unter einer Behandlung mit Chemotherapeutika eine 
Seneszenzinduktion mit vermehrter Expression von p16INK4a und SA-b-Gal 
beobachtet werden (te Poele et al., 2002). Auch in RIP1-Tag2 Tumorzellen 
kommt es unter der Behandlung mit den Th1-Zytokinen IFN und TNF zu einem 
Anstieg der SA-b-Gal Expression (Abbildung 5). Die Behandlung der 
Tumorzellen mit IFN und TNF scheint demnach auch im RIP1-Tag2 
Mausmodell zur Seneszenzinduktion zu führen. 
Ein wichtiger Signalweg zur Induktion der Seneszenz ist der Rb/E2F-Signalweg 
(Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007). Kommt es zu einer Störung der 
Funktion von Rb, kann eine Induktion von p16INK4a keinen Zellzyklusarrest 
mehr bewirken (Lukas et al., 1995). Das Large T-Antigen des SV40 Virus bindet 
und inaktiviert nicht nur p53, sondern führt auch zu einer Störung des Rb-
Signalwegs (Colvin et al., 2014). Im RIP1-Tag2-Mausmodell besitzt Rb jedoch 
noch eine Restaktivität. Bei einem zusätzlichen Verlust von Rb nimmt die 
Aggressivität der Tumorzellen zu und führt zu einer erhöhten Tumorlast, einer 
vermehrten Metastasierung und einer schnelleren Proliferationsrate der 
Tumorzellen (Casanovas et al., 2005). Eine antitumorale Wirkung durch die 
Induktion von p16INK4a und der konsekutiven Aktivierung des Rb-Signalwegs 









4.3 Funktionelle Rolle von p16INK4a bei der 
Zytokinbehandlung im RIP1-Tag2 Mausmodell 
 
Im weiteren Verlauf wurde die funktionelle Rolle von p16INK4a bei der Th1-
Zytokinbehandlung mit IFN und TNF untersucht. Eine Beeinträchtigung des Rb-
Signalwegs durch Inaktivierung des Tumorsuppressors p16INK4a kann in 
vielen Tumoren beobachtet werden (Romagosa et al., 2011). Deletionen des 
INK4a/ARF Lokus auf Chromosom 9 wurden in Tumoren wie dem Melanom, 
dem Glioblastom, dem pankreatischen Adenokarzinom, dem nicht-kleinzelligen 
Lungen-Karzinom oder bei oropharyngealen Tumoren beobachtet (Sharpless, 
2005). Beim familiär bedingten Melanom konnten wiederholt Missense 
Mutationen von p16INK4a gefunden werden (Liu et al., 1995, Kannengiesser et 
al., 2009). Ein Verlust von p16INK4a in Mäusen führt zu einer erhöhten Rate 
von spontanen oder karzinogeninduzierten Tumoren (Sharpless et al., 2001). 
Das Risiko für spontane oder karzinogeninduzierte Tumoren ist noch größer, 
wenn nicht nur p16INK4a, sondern auch p19ARF, das ebenfalls vom 
INK4a/ARF Lokus codiert wird, fehlen (Sharpless et al., 2004). 
Um die Funktion von p16INK4a zu untersuchen, wurde in Tumorzellen in vitro 
entweder mittels lentiviraler Transfektion oder durch Transfektion mit MSCV-
Partikeln ein selektiver Knockdown von p16INK4a erzielt. Ohne p16INK4a 
konnte ein deutlich gesteigertes Zellwachstum der Tumorzellen beobachtet 
werden (Abbildung 9). Eine ähnliche Korrelation zwischen der Expression von 
p16INK4a und dem Proliferationsverhalten der Tumorzellen wurde beim 
Melanom gezeigt (Straume et al., 2000). Damit p16INK4a seine Funktion als 
Tumorsuppressor zur Begrenzung der Zellproliferation wahrnehmen kann, ist 
funktionell intaktes Rb nötig. Durch das SV40 Large T-Antigen wird im RIP1-
Tag2 Mausmodell neben p53 auch die Funktion von Rb gestört. Wie 
Casanovas und Kollegen aber zeigen konnten, besitzt Rb noch eine 
Restaktivität und bei einem zusätzlichen Verlust von Rb kommt es zu einer 







Im weiteren Verlauf wurde schließlich das Wachstumsverhalten von 
Tumorzellen nach der Behandlung mit den Th1-Zytokinen IFN und TNF 
untersucht, in denen die p16INK4a Expression mittels Transfektion mit MSCV-
Partikeln gehemmt wurde (Abbildung 10). Im Gegensatz zu Tumorzellen mit 
funktionell aktivem p16INK4a, bei denen das Tumorzellwachstum auch nach 
Beendigung der Zytokinbehandlung arretiert bleibt, zeigt die Zytokinbehandlung 
bei Zellen ohne p16INK4a Expression keine Wirkung mehr. Diese weisen im 
Anschluss an die Zytokinbehandlung im Vergleich zur Mediumkontrolle eine 
unverändert starke Proliferationsrate auf (Abbildung 10E). Die Behandlung der 
Tumorzellen mit den Th1-Zytokinen IFN und TNF scheint demnach einen 
stabilen Wachstumsarrest hervorzurufen, der durch p16INK4a vermittelt wird. 
Eine dem RIP1-Tag2 Modell vergleichbare Wirkung der Zytokinbehandlung 
konnte auch bei humanen Rhabdomyosarkomzellen beobachtet werden 
(Abbildungen 11-13). 
 
Wie wichtig p16INK4a bei der Induktion und beim Erhalt der Seneszenz ist, 
konnte in der Vergangenheit wiederholt gezeigt werden. Eine Deletion von 
p16INK4a in intestinalen Epithelzellen hemmt die Seneszenzinduktion durch 
onkogenes Ras und führt zur Entstehung von invasiven, metastasierenden 
Tumoren (Bennecke et al., 2010). In bereits seneszenten Fibroblasten 
stabilisiert p16INK4a die Seneszenz. Wird viel p16INK4a exprimiert, kann durch 
eine zusätzliche Inaktivierung von p53 die Seneszenz nicht durchbrochen 
werden, wohingegen Zellen mit geringer p16INK4a Expression erneut 
proliferieren (Beausejour et al., 2003).  
Die Auswirkung einer Überexpression von p16INK4a im RIP1-Tag2 
Mausmodell wurde in dieser Arbeit nicht gezeigt. Jedoch konnte in anderen 
Arbeiten eine positive Wirkung von p16INK4a auf die Kontrolle der Tumorzellen 
gezeigt werden. In humanen Tumorzelllinien, in denen p16INK4a mittels 
Lentiviren überexprimiert wurde, kam es zur Apoptose  (Kim et al., 2000). 







murinen Mammakarzinommodell das Tumorwachstum durch die Expression 
von p16INK4a verlangsamt werden (Schreiber et al., 1999). 
In nachfolgenden Arbeiten konnte außerdem gezeigt werden, dass es sich bei 
dem durch die Tag-Th1-Therapie induzierten Wachstumsarrest tatsächlich um 
Seneszenz handelt und die Tumorzellen nicht erneut proliferieren. Nach Re-
Implantation von Tumorzellen aus Kontroll- oder Tag-Th1-behandelten RIP1-
Tag2 Mäusen in NOD–SCID Il2rg-/- Mäuse kam es auch nach 10 Wochen zu 
keinem erneuten Tumorwachstum (Braumüller et al., 2013). 
 
 
4.4 Mögliche Regulation von p16INK4a durch die 
Zytokinbehandlung 
 
Inwiefern es durch die Behandlung mit IFN und TNF zur Induktion der 
p16INK4a Expression kommt und dadurch die Tumorzellen in einen 
seneszenten Zustand übergehen, ist nicht geklärt. Eine Möglichkeit wie die 
Zytokinwirkung innerhalb der Tumorzellen vermittelt wird, ist über die 
Aktivierung von JunB aus der Familie der AP-1 Transkriptionsfaktoren. Im 
p16INK4a Promotor befinden sich drei Bindungsstellen für AP-1 
Transkriptionsfaktoren und für JunB konnte bereits eine p16INK4a vermittelte 
Hemmung des Zellwachstums nachgewiesen werden (Passegue and Wagner, 
2000). Ferner wurde in b-Zellen des Pankreas eine Aktivierung von JunB unter 
dem Einfluss von IFN und TNF beschrieben (Gurzov et al., 2012). Erste Daten 
in unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass JunB auch im Rip1Tag2 Modell nach 
Zytokinbehandlung hochreguliert wird und somit eine Rolle bei der p16INK4a 
Induktion spielen könnte. Möglicherweise könnte auch eine Inflammations-
bedingte Aktivierung des MAPK-Signalwegs zur p16INK4a Induktion beitragen. 
So konnte in Endothelvorläuferzellen unter TNF eine p38-vermittelte 
Seneszenzinduktion beobachtet werden (Zhang et al., 2009). Auch bei anderen 
Formen der Seneszenz wie der Onkogen-induzierten Seneszenz oder der 







vermehrten p16INK4a Expression (Spallarossa et al., 2010, Iwasa et al., 2003, 
Kwong et al., 2009). Inwiefern dies beim RIP1-Tag2 Mausmodell ebenfalls der 










Spätestens seit der Zulassung der Checkpoint-Inhibitoren Ipilimumab und 
Nivolumab bzw. Pembrolizumab und deren Erfolg bei der Behandlung des 
metastasierten Melanoms ist die Bedeutung der Tumorimmuntherapie enorm 
gestiegen (Hodi et al., 2016). Auch für Th1-Zellen ist wiederholt eine 
antitumorale Wirkung beschrieben worden (Shklovskaya et al., 2016, Xie et al., 
2010, Hunder et al., 2008). Im RIP1-Tag2 Mausmodell konnten Müller-
Hermelink et al. bereits eine deutliche Überlebensverlängerung durch eine 
Therapie mit Tag-spezifischen Th1-Zellen zeigen (Müller-Hermelink et al., 
2008).  
Das Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des Tumorsuppressors p16INK4a bei 
der Immuntherapie mit Tag-spezifischen Th1-Zellen im RIP1-Tag2 Mausmodell 
zu untersuchen. Hierzu wurden RIP1-Tag2 Mäuse zunächst in vivo mit Tag-Th1 
Zellen behandelt. Dies führte zu einer geringeren Anzahl an Ki67-positiven, 
proliferierenden Tumorzellen und ging mit einer Induktion von p16INK4a einher. 
Anschließend wurde der Effekt der Th1-Zytokine IFN und TNF auf b-
Tumorzellen in vitro untersucht. Auch hier kam es unter dem Einfluss von IFN 
und TNF zu einer verringerten Proliferation der b-Tumorzellen und einer 
vermehrten Expression von p16INK4a. Eine vermehrte Transkription von 
p16INK4a (CKDN2a) konnte jedoch nicht beobachtet werden. Die vermehrte 
Expression von p16INK4a ist ein Merkmal seneszenter Zellen (Alcorta et al., 
1996). Durch Hemmung von CDK4 kann p16INK4a die Phosphorylierung von 
Rb unterbinden, die Bindung der E2F Transkriptionsfaktoren an Rb erhalten 
und dadurch einen Zellzyklusarrest bewirken (Lukas et al., 1995, Medema et 
al., 1995). Dass der Rb-Signalweg im RIP1-Tag2 Mausmodell weiterhin aktiv 
ist, konnte bereits durch Casanovas et al. gezeigt werden (Casanovas et al., 
2005). Auch die Aktivität des Seneszenzmarkes SA-b-Gal war in den b-
Tumorzellen durch die IFN und TNF Behandlung verstärkt. Analog zu der in den 
murinen b-Tumorzellen beobachteten p16INK4a Induktion unter dem Einfluss 







humanen Rhabdomyosarkomzelllinie A204 zu einer vermehrten p16INK4a 
Expression. 
Um die funktionelle Rolle von p16INK4a bei der Induktion des Zellzyklusarrests 
durch die IFN und TNF Behandlung zu untersuchen, wurde ein Kockdown von 
p16INK4a mittels shRNA durchgeführt. Ohne funktionell aktives p16INK4a kam 
es einerseits zu einer deutlich beschleunigten Proliferation der b-Tumorzellen, 
andererseits konnte durch die Behandlung mit IFN und TNF kein 
Zellzyklusarrest mehr induziert werden.  
Teile dieser Dissertation wurden in der Arbeit von Braumüller und Wieder at al. 
veröffentlicht. Im RIP1-Tag2 Modell scheint p16INK4a und die hierüber 
induzierte Tumorzellseneszenz demnach eine wesentliche Rolle bei der durch 
die Tag-Th1 Therapie erzielten Überlebensverlängerung zu spielen (Braumüller 
et al., 2013, Müller-Hermelink et al., 2008). Inwiefern es durch IFN und TNF zu 
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